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Der filamento¨se Pilz Aspergillus niger ist ein wichtiger Produktionsorganismus fu¨r die
Herstellung einer Vielzahl von Grundstoffen fu¨r die Lebensmittel- sowie chemische
Industrie. Die Ausbeute dieser Prozesse ha¨ngt dabei stark von der Morphologie ab, die
der Pilz wa¨hrend der Kultivierung einnimmt, wobei bei diesen Prozessen bevorzugt
Pellets, einige Millimeter große, runde Myzelaggregate, Anwendung finden.
Ein anerkanntes Modell beschreibt die morphologische Entwicklung von der Spore bis
zum endgu¨ltigen Pellet und postuliert, dass bereits die ersten Interaktionen der ruhen-
den Sporen die abschließende Pelletstruktur beeinflussen ko¨nnen.
Diese Hypothese konnte im Verlauf dieser Arbeit durch Interaktionsexperimente mit
Sporen, die unterschiedliche Oberfla¨cheneigenschaften aufweisen, widerlegt werden. Die
Vera¨nderung der Sporenoberfla¨che erfolgte durch Inaktivierung der Melanin-Biosyn-
these, wobei Melanin in A. niger ausschließlich in Konidien vorkommt. Die Biosynthe-
se wurde durch die Deletion des Gens alb1 unterbrochen. Im Wildtyp katalysiert die
Polyketidsynthase ALB1 den ersten Schritt der Melaninproduktion. Konidien der ent-
sprechenden Mutante sind deutlich heller, zeigen eine vera¨nderte Oberfla¨chenstruktur
und ihre Oberfla¨che ist, pH-Wert-abha¨ngig, positiver geladen. Abgesehen von diesen
Vera¨nderungen weist die Albino-Mutante keinerlei Beeintra¨chtigungen gegenu¨ber dem
Wildtyp auf.
Die Sporeninteraktionen wurden in Medium bei zwei unterschiedlichen pH-Werten un-
tersucht, welche deutliche Unterschiede in der Oberfla¨chenladung und somit den Absto-
ßungskra¨ften der Wildtyp- und Albino-Konidien verursachten. Obwohl wir eindeutige
Vera¨nderungen bei der prima¨ren Sporenagglomeration der ruhenden Sporen beobach-
teten, konnten wir keine Unterschiede nach dem Einsetzen der sekunda¨ren Sporen-
Hyphen-Aggregation erkennen. Auch die abschließende Pelletstruktur sowie die Pro-
duktivita¨t beider Sta¨mme waren identisch. Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass die Sporen-Hyphen- sowie Hyphen-Hyphen-Interaktionen einen gro¨ßeren Einfluss
auf die Pelletbildung haben, als die prima¨re Sporeninteraktion.
Fu¨r die Biofilmbildung scheint die prima¨re Sporenanheftung an eine Oberfla¨che essenti-
ell zu sein. Biofilme stellen gegenwa¨rtig keine relevante Produktionsmorphologie dar, es
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gibt aber unterschiedliche Ansa¨tze diese zu etablieren. Vergleichende Untersuchungen
mit Albino- und Wildtyp-Sporen zeigten, dass die Albino-Mutante eine leicht verbes-
serte Fa¨higkeit besitzt, einen Biofilm auf polymeren Oberfla¨chen zu bilden. Dies fu¨hrt
zu der Vermutung, dass, im Gegensatz zur Pelletbildung, die prima¨re Sporeninterak-
tion mit der Tra¨geroberfla¨che essentiell fu¨r die Biofilmbildung ist und dass diese In-
teraktionen von der Oberfla¨chenladung beeinflusst werden ko¨nnen. Aktivita¨tsanalysen
zeigten eine neunmal ho¨here Glucoamylaseaktivita¨t von Biofilmu¨bersta¨nden verglichen
mit Pelletu¨bersta¨nden.
Der zweite Teil dieser Arbeit beschreibt den Beitrag der MAP-Kinase MAKB zur
Morphogenese und Differenzierung von A. niger. Ausgangspunkt fu¨r die Versuche
war die Beschreibung eines depolarisierten Spitzenwachstums von ∆makb-Hyphen in
Flu¨ssigkultur. Da die Hyphenspitzen in filamento¨sen Pilzen die sekretionssta¨rksten Be-
reiche darstellen, ko¨nnte solch ein Pha¨notyp Ansatzmo¨glichkeiten fu¨r die Steigerung
der Sekretion von Produkten darstellen.
Unsere Untersuchungen der MAP-Kinase MAKB konnten ein depolarisiertes Wachstum
der Hyphenspitzen in A. niger nicht besta¨tigen.
Nichtsdestoweniger konnten wir zeigen, dass die MAP-Kinase MAKB ein pleiotropes
Aufgabenspektrum in A. niger besitzt. So ist in makb-Deletionsmutanten die Sporen-
keimung beeintra¨chtigt, sie zeigen eine reduziere Wachstumsgeschwindigkeit der Hy-
phen und unter bestimmten Bedingungen bleibt die Myzeldichte-abha¨ngige Induktion
der Konidienbildung vollsta¨ndig aus.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein zweiter, bisher unbekannter Signalweg
die Sporenbildung in A. niger induzieren kann. Die Induktion der Sporenbildung durch
den unbekannten Signalweg ha¨ngt von der zur Verfu¨gung stehenden Na¨hrstoffmenge
ab und ist, im Gegensatz zur MAKB-abha¨ngigen Induktion, unabha¨ngig von a¨ußeren
Umwelteinflu¨ssen wie dem Zugang zu Luft. Die Ergebnisse fu¨hren zu der Vermutung,
dass der Signalweg das U¨berleben und die Verbreitung des Pilzes unter ungu¨nstigen
Umweltbedingungen sicherstellt, wohingegen die MAKB-abha¨ngige Sporeninduktion
die Sporenbildung unter gu¨nstigeren Bedingungen garantiert.
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Summary
The filamentous fungus Aspergillus niger is an important production-organism for va-
rious substances applied in the food and chemical industry. The yield of these pro-
duction processes highly depends on the morphology the fungus adapts during the
cultivation. Pellets, mycelia spheres of some millimeter in diameter, present the most
common production unit.
An established model describing the morphological development from spores to mature
pellets hypothesizes that the initial interaction of dormant spores influences the final
pellet structure.
In the course of this thesis, this hypothesis was proven wrong by interaction experi-
ments with spores exhibiting altered surface properties. The alteration was based on
the inactivation of the melanin biosynthesis pathway. In A. niger, melanin is exclusi-
vely present in spores. The synthesis was disrupted by the deletion of the polyketide
synthase gene alb1. ALB1 catalyzes the first step of melanin production. Spores of the
resulting mutant are of clearly brighter color, show an altered surface structure and
a pH-dependent, more positive surface charge. Beside this, the albino mutant has no
further impairments compared to the wild type.
Spore-interactions were tested in media with two different pH-values, causing clear dif-
ferences in surface charge and therefore rejection forces between wild-type and mutant
conidia. Although we observed clear differences in the primary agglomeration behavior
of the dormant spores, no differences were found between the two strains after onset
of the secondary spore/hyphae aggregation. Moreover, the final pellet structure and
the productivity of both strains were identical. These observations suggest that the
interaction of spores and hyphae and between hyphae contribute more to the pellet
formation than the primary spore interaction.
For biofilm formation, the primary spore attachment to a support layer, appears to be
essential. Biofilms are no common production morphologies in industrial application,
although first attempts to establish them are made. Comparisons of the albino and
wild-type strains showed a slightly better ability of the albino spores to form a biofilm
on polymeric surfaces. This suggests that, in contrast to pellet formation, the primary
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spore interaction with the support layer is indeed essential for biofilm formation and
that this interaction is influenced by surface charge. Activity assays revealed a nine-
fold higher glucoamylase activity in the biofilm supernatant compared to the pellet
supernatant.
The second part of this thesis describes the contribution of the MAP kinase MAKB to
the morphogenesis and differentiation of A. niger. These investigations were prompted
by the description of depolarized hyphal growth of ∆makb mutants in liquid medium.
As filamentous fungi secret mostly at hyphal tips, this phenotype could present an
approach to improve product secretion.
Our analysis of the MAP kinase MAKB in A. niger did not confirm the depolarized
growth of hyphal tips.
Nevertheless, we found that the MAP kinase MAKB possesses a pleiotropic range of
tasks. The makb deletion mutant is affected in spore germination, showed a reduced
hyphal growth rate and, under certain conditions, the complete absence of the mycelia-
density dependent induction of spore formation. Furthermore, we could show that spore
formation is induced by a second, so far unknown, pathway in A. niger. The inducti-
on of spore formation by this unknown pathway depends on the amount of available
nutrients and is, in contrast to the MAKB-dependent induction, independent of envi-
ronmental influences such as the accessibility to ambient air. These data suggest that
this pathway ensures the survival and the distribution of the fungus under unfavorable
conditions, while MAKB dependent spore induction guarantees the spore formation
and reproduction under favorable conditions.
4
1 Einleitung
Die biologische Herstellung von Enzymen, Antiko¨rpern, Grundstoffen fu¨r Medikamente
sowie die alternative Erzeugung von Ausgangsstoffen fu¨r die chemische Industrie mit
Hilfe von Mikroorganismen gewinnt in der heutigen Zeit immer mehr an Bedeutung.
In dieser Entwicklung nehmen Pilze eine wichtige Rolle ein. Sie sind in der Lage fu¨r
den Menschen relevante Substanzen wie Zitronen- oder Gluconsa¨ure zu erzeugen, sind
gentechnisch manipulierbar und besitzen, da sie ihre Nahrung außerhalb des Myzels
verdauen, diverse Mechanismen zur Ausschleusung von Enzymen und chemischen Ver-
bindungen. Trotz all dieser Vorteile gibt es auch Probleme bei der Verwendung von
Pilzen als Produktionsorganismen. So sind regelma¨ßig erhebliche Schwankungen bei
der Ausbeute aus biotechnologischen Produktionsprozessen zu beobachten. Auch der
Gesamtertrag, vor allem heterolog exprimierter Proteine, ist in vielen Bereichen unbe-
friedigend. Es gibt daher stetige Bemu¨hungen die Produktionsverfahren zu verbessern,
wobei sich eine Vielzahl von Lo¨sungsansa¨tzen ergeben haben; angefangen bei der Op-
timierung der Kultivierungsbedingungen u¨ber die ektopische U¨berexpression der am
Produkt beteiligten Enzyme, bis hin zum Anpassen der Produkte an die jeweiligen
Sekretionswege.
1.1 Pilze und ihre Bedeutung fu¨r den Menschen
Pilze begleiten den Menschen seit Anbeginn der Zeitrechnung. Dabei wurde ihr Beitrag
fu¨r das Leben der Menschen oftmals weder erkannt noch entsprechend gewu¨rdigt. Die
Ba¨ckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) ist wahrscheinlich der erste Ascomyzet, der re-
gelma¨ßig zur Lebensmittelherstellung verwendet wurde. Die a¨ltesten Dokumentationen,
die auf seine Verwendung schließen lassen, stammen aus Mesopotamien und beschrei-
ben Ga¨rprozesse bei der Brot-, Bier- undWeinherstellung, die auf pilzliche Anheftungen
an den verwendeten Getreide bzw. Fru¨chten zuru¨ckgefu¨hrt werden ko¨nnen. Dieses Un-
wissen u¨ber den Beitrag der Hefen spiegelt sich auch im deutschen Reinheitsgebot von
1516 wieder: ”...zu keinem Bier mehr Stu¨cke als allein Gersten, Hopfen und Wasser
verwendet ...”(Wilhelm IV von Bayern, 1516), in welchem die Hefe mit keinem Wort
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erwa¨hnt wird. Erst Louis Pasteur beschrieb die Hefen und erkannte ihren essentiellen
Beitrag zu Fermentationsprozessen. Daru¨ber hinaus wies er nach, dass Verunreinigun-
gen des Ga¨rgutes mit anderen Hefen oder Bakterien die Ursache fu¨r ungenießbare Biere
und Weine sind (Pasteur 1876).
Ein positives Beispiel fu¨r die Nutzung von Pilzen ist die Verwendung des Koje-Pilzes
(deutsch: Blu¨te des Schimmels) bei der Herstellung von Amasake (Su¨ßungsmittel),
Miso (Sojabohnen-Paste) und anderen asiatischen Lebensmitteln. Die Fermentations-
techniken lassen sich rund 2000 Jahre zuru¨ckverfolgen und hatten wahrscheinlich in
China ihren Ursprung, von wo aus sie den gesamten asiatischen Raum eroberten. Be-
eindruckend an dieser Entwicklung ist die Komplexita¨t der aufeinander aufbauenden
Abla¨ufe, die ohne chemisches oder mikrobiologisches Wissen soweit optimiert wurden,
dass sie bis heute in der Lebensmittelproduktion Anwendung finden. Ein Beispiel die-
ser hervorragenden Leistung stellt die Sake-Produktion dar. Dabei handelt es sich um
einen mehrstufigen Prozess, an dessen Anfang die Aufspaltung von Polysacchariden
zu Monosacchariden wie Glukose steht. Die Reaktion wird durch α-Amylasen kataly-
siert, Enzyme die von allen Sta¨rke abbauenden Pilzen, insbesondere aber vom Koje-Pilz
(Aspergillus flavus var. oryzae) sekretiert werden. Nach Abschluss der Inkubation des
Substrats mit dem Koje-Pilz wird dieser durch Erhitzen abgeto¨tet und zum verblei-
benden Substrat, im Fall von Sake ist dies Reis, eine kleinen Menge einer zweiten,
unabha¨ngig von der ersten inkubierten Kultur, die S. cerevisiae entha¨lt, gegeben. Die
Hefe nutzt die nun verfu¨gbare Glukose als Energiequelle und leitet unter Sauerstoffaus-
schluss die alkoholische Ga¨rung ein (Reddy et al. 1983).
Die Bedeutung von Pilzen fu¨r den Menschen hat bis in die Gegenwart hinein konti-
nuierlich zugenommen. So werden heutzutage Amylasen nicht nur mit Hilfe des Pilzes
A. flavus var. oryzae, sondern auch mit Aspergillus niger und Trichoderma longibra-
chiatum großtechnisch hergestellt (EU-RoFA 2012). Sie finden Anwendung in fast al-
len Bereichen des ta¨glichen Lebens, angefangen bei der Herstellung von Futtermitteln
fu¨r Nutztiere, im Backhandwerk, der Su¨ßwarenindustrie, der Alkoholherstellung aber
auch in der Textilherstellung oder bei Waschmitteln zur Entfernung sta¨rkehaltiger Ver-
schmutzungen.
Neben den vielen positive Errungenschaften waren und sind Pilze oft auch ein Fluch
fu¨r die Menschheit. Schon das dritte Buch Mose beschreibt woran man Menschen, die
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unter Hautpilz leiden, erkennen kann:
”
...die Haare an dieser Stelle hell geworden sind
(mo¨glicherweise Myzel und Sporen von Candida spp.) und die Hautvera¨nderung tiefer
zu gehen scheint,...“ (3. Buch Mose, 1445 v.Chr.-440 v.Chr., Kapitel 13, Vers 2). Auch
der Umgang mit Pilzbefall in Ha¨usern wird beschrieben;
”
Wenn er nun den Ausschlag
besieht und findet, das an der Wand des Hauses gru¨nliche oder ro¨tliche Stellen sind, so
soll er aus dem Hause herausgehen ... und das Haus fu¨r sieben Tage verschließen. Und
wenn er am siebten Tage sieht, dass der Ausschlag weiter gefressen hat, so soll er die
Steine ausbrechen lassen und hinaus vor die Stadt an einen unreinen Ort werfen.“ (3.
Buch Mose, 1445 v.Chr.-440 v.Chr., Kapitel 14, Vers 37 bis 39)1.
Trotz der langen Koexistenz von Menschen und Pilzen begann die systematische Ein-
ordnung der Pilze erst im 17 Jahrhundert. Der genau Zeitpunkt fu¨r den Beginn dieser
Arbeiten ist nicht feststellbar, wohl aber eine Erfindung, die die Grundlage fu¨r die-
se Arbeiten bildet und deren Entwicklung sich u¨ber einen langen Zeitraum erstreckte
- das Mikroskop. Dem Niederla¨nder Antoni van Leeuwenhoek (1632 - 1723) gebu¨hrt
dabei eine besondere Erwa¨hnung. Er beschrieb eine Vielzahl von mikroskopischen Be-
obachtungen aus allen Bereichen des ta¨glichen Lebens und trug dadurch erheblich zum
Versta¨ndnis und zur Akzeptanz des Mikroskops als wissenschaftliches Hilfsmittel bei.
Ein Brief von ihm an die Royal Society in London beinhaltet die erste mikroskopi-
sche Beschreibung eines Konidiums von Schimmelpilzen:
”
..shott out in the form of the
stalks of vegetables, so as that some of those stalks appeared with round knobs at
the end, some with blossom-like leaves.“ (Leeuwenhoek 1673). U¨ber die Beschreibung
des Sporentra¨gers ging van Leeuwenhoeks Interesse an Schimmelpilzen allerdings nicht
hinaus.
Wenngleich viele Forscher dieser Zeit sich mit Pilzen bescha¨ftigten, beließen es die
meisten bei einer reinen Beschreibung der beobachteten Pha¨notypen. Einer der ersten
Wissenschaftler, der sich um eine taxonomische Gliederung der Pilze bemu¨hte, war der
Botaniker Pier Antoni Micheli (1679-1737) aus Florenz. In seinem 1729 vero¨ffentlichten
Buch:
”
Nova plantarum genera juxta Tournafortii methodum disposita“ (deutsch: Neue
Pflanzengattungen, geordnet nach der Methode von Tournefort; Micheli 1729) be-
schrieb und gruppierte er u¨ber 1900 Pflanzen und Pilzarten, wobei Pilze zu dieser Zeit
den niederen Pflanzen zugeordnet wurden. Ein erheblicher Teil der Vero¨ffentlichung
1www.die-bibel.de/bibelwissen
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Abb. 1.1: Pier Antonio Michelis Illustration von Aspergillus Konidien und
Myzel aus
”
Nova plantarum genera juxta Tournafortii methodum disposita.“
Die Abbildung zeigt in Bereich Fig.1 sporulierendes Myzel, eine Detailaufnahme der runden
Konidientra¨ger (D) sowie eine einzelne Konidienkette (C). Fig.2 illustriert das senkrechte
Herauswachsen des Konidientra¨gers aus einer Fußzelle sowie die runden Sporenko¨pfchen.
Die Bereiche Fig.3 bis Fig.6 zeigen weitere Pilze, die Micheli den Aspergillen zuordnete.
waren Erstbeschreibungen, denen z.T. noch kein wissenschaftlicher Name zugeordnet
worden war. Fu¨r seine Vero¨ffentlichung war Micheli auf Spenden angewiesen und er be-
dankte sich bei den Spendern, indem er Gattungen bzw. Arten nach ihnen benannte.
Die Gattung der Schwimmfarne (Salvinia) ist z.B. nach dem italienischen Philologen
Antonio Maria Salvini benannt. Auch die Familie der Aspergillen bekam ihren Namen
von Micheli, deren erstes Mitglied Aspergillus niger wurde (Abb. 1.1).
Micheli ordnete Organismen aufgrund a¨ußerlicher Merkmale in gemeinsame Klassen
ein. Diese Einordnung ist nicht immer exakt, sodass es bis heute zu Umbenennungen
und Neugruppierungen kommt. Viele Pilze besitzen daru¨ber hinaus zwei Entwicklungs-
zyklen die als telomorph und anamorph bezeichnet werden. Die Morphologie dieser
Wuchsformen weichen zum Teil erheblich voneinander ab, sodass sie fu¨r unterschiedli-
che Pilze gehalten und verschiedenen Familien zugeordnet wurden.
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1.2 Der filamento¨se Schimmelpilz Aspergillus niger
A. niger war der erste beschriebene Pilz seiner Familie und somit Namensgeber. Er
erhielt seine Bezeichnung aufgrund der morphologischen Analogie des Konidiophors
zum Aspergillum, dem Weihwasserwedel der katholischen Kirche (Abb. 1.2). Das Ge-
nom von A. niger wurde bisher dreimal sequenziert und annotiert. Fu¨r die Analyse
wurden drei verschiedene Sta¨mme, zwei Wildtyp (NRRL3 und ATCC 1015) sowie ein
Abko¨mmling eines mutierten Stammes (CBS518.33) verwendet (Semova et al. 2006,
Baker 2006, Pel et al. 2007). Den daraus hervorgehenden Daten nach besitzt A. niger
eine Genomgro¨ße zwischen 33,7 und 38,5 MB mit 11200 bis 14000 Genen, die sich auf
8 Chromosomen verteilen.
Abb. 1.2: Die Morphologie der Konidientra¨ger ist das gemeinsame
Hauptmerkmal aller Arten der Gattung Aspergillus. Das Aspergillum der
kathlischen Kirche2(A) ist Namensgeber der Familie. Alle Mitglieder der Aspergillen
zeichnen sich durch einen vergleichbaren Aufbau des Konidiophors aus (B, Carrillo 2003).
Mikroskopische Aufnahme eines Konidiophores von A. niger (C). Gro¨ßenstandard: 10 µm.
Die Gattung der Aspergillen ist sehr heterogen, viele ihrer Vertreter besitzen sowohl
einen sexuellen als auch einen asexuellen Lebenszyklus, wie z.B. Aspergillus nidulans
(Emericella nidulans) oder Aspergillus equitis (Eurotium cristatum). Fu¨r A. niger ist
bisher ausschließlich die asexuelle Vermehrung beschrieben, bis heute konnten keine
Bedingungen gefunden werden, bei denen sich Kleistothezien, die Fruchtko¨rper der
Aspergillen, bilden. Aus diesem Grund wurde A. niger zusa¨tzlich den Fungi imperfecti
(Deuteromycota) zugeordnet, einer Gruppe von filamento¨sen Pilze, fu¨r die nur die
anamorphe Lebensweise beschrieben ist.
2www.amtage.de/Domschatz Minden/Domschatz Weihwasser/domschatz weihwasser0103.jpg
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Trotz dieser Einschra¨nkung ist A. niger in der Lage Gene durch Rekombination auszut-
auschen. Der Vorgang, der ihm das ermo¨glicht, wird als Parasex bezeichnet (Abb. 1.3,
Pontecorvo 1956). Dabei handelt es sich nicht um eine sexuelle Vermehrung, da zum
einen keine hierfu¨r spezifischen Strukturen wie Protoperithezien ausgebildet werden
und zum anderen keine meiotische Teilung stattfindet. Der parasexuelle Lebenszyklus
wird durch die Verschmelzung zweier homokaryotischer, haploider Hyphen von unter-
schiedlichen Sta¨mmen eingeleitet, die keine heterokaryotische Inkompatibilita¨t aufwei-
sen. Daran anschließend kann es zur Karyogamie kommen, wodurch neben den zwei
Arten von haploiden auch diploide Zellkerne im Zytoplasma vorliegen. Innerhalb der
diploiden Kerne kann es anschließend zum Genaustausch kommen. Die Rekombination
findet allerdings deutlich seltener als wa¨hrend der sexuellen Vermehrung statt, da die
Chromosomen u.a. nicht entsprechend gepaart vorliegen (Deacon 2005). Die Stabilita¨t
der diploiden Kerne ist nicht sicher beschrieben. In einigen Vero¨ffentlichungen werden
sie als relativ stabil beschrieben, wobei die betroffenen Sta¨mme ein normales vegetati-
ves Wachstum aufweisen (Timberlake 1990a, Upshall 1981). Durch Fehlsegregationio-
nen ko¨nnen einzelne Chromosomen wa¨hrend der mitotischen Teilungen verlorengehen,
sodass die Kerne mit der Zeit wieder haploid werden (Pontecorvo 1956, Clutterbuck
1996). Die Bedeutung von Parasex fu¨r Pilze in der Natur ist weitestgehend unbekannt.
Abb. 1.3: Der vegetative Lebenszyklus von A. niger besteht aus Konidiosporen,
die zur Verbreitung beitragen, Keimlingen sowie Hyphen. Aus dem Hyphengeflecht
gehen Konidiophore hervor, die neue Konidien produzieren. A. niger ist in der Lage, seine
Chromosomen wa¨hrend des parasexuellen Lebenszykluses zu rekombinieren, eine sexuelle
Vermehrung ist unbekannt. Abbildung in Anlehnung an Casselton und Zolan (2002).
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Es wird aber vermutet, dass dessen Beitrag stark von den Eigenschaften der Pilze
abha¨ngt, z.B. ihrer Fa¨higkeit zur sexuellen Vermehrung. Entsprechend gibt es auch
Pilze, die u¨berhaupt nicht zur parasexuellen Rekombination befa¨higt sind (Deacon
2005, Goodwin et al. 1994). Ein aktiver Prozess, bei dem sich das heterokaryotische
Myzel zu einem homokaryotischen auftrennt, ist nicht bekannt (van Diepeningen et
al. 1997). Das die meisten Isolate von A. niger trotzdem homokaryotisch sind, beruht
daher wahrscheinlich auf zwei Eigenschaften des Pilzes. Zum einen enthalten die Ko-
nidien von A. niger ausschließlich einen Kern, die Nachkommen sind demnach immer
homokaryotisch, zum anderen ist es daru¨ber hinaus mo¨glich, dass es durch das polare
Wachstum der Spitzen der Hyphen und Stengel mit der Zeit zu einer Homokarysierung
des Myzels kommt.
1.2.1 Die Konidienbildung in Aspergillen
Die Differenzierung von polar wachsenden Myzel zu einem vollsta¨ndig ausgepra¨gten
Konidientra¨ger ist sehr wahrscheinlich der am sta¨rksten regulierte und komplizierteste
Prozess im Lebenszyklus von A. niger. Die ersten Schritte finden dabei schon in weni-
gen Stunden alten Hyphen mit der Bildung einer verdickten Fusszelle statt, aus der eine
Hyphe entgegen der Schwerkraft herauswa¨chst (Abb. 1.4 A). Nach wenigen Stunden hat
diese Lufthyphe ihre Zielho¨he erreicht, woraufhin sie das Ho¨henwachstum einstellt. Fu¨r
die Konidiophore einiger Aspergillen ist interessanterweise eine konstante Wuchsho¨he
beschrieben, die nur wenig von a¨ußeren Faktoren wie der Na¨hrstoffversorgung beein-
flusst wird. Es ist daher anzunehmen, dass die Wuchsho¨he der Stiele genetisch festge-
schrieben ist (Clutterbuck 1969).
Durch Einlagerung von Membranvesikeln aus dem Zytoplasma in die Zellmembran
kommt es im Anschluss an das filamento¨se Wachstum zur Verdickung der Spitze des
Konidiophores. Diese Verdickung wird ebenfalls als Vesikel bezeichnet. Diese Vesikel
sind zumeist haploid und homokaryotisch, selbst wenn das Myzel heterokaryotisch ist.
Dies wird zum einen durch die wiederholten Kernteilungen wa¨hrend des Stielwachs-
tums, zum andere aber auch durch mehrere Proteine, die die Kernbewegungen und
Anordnung steuern, geregelt (Fischer und Timberlake 1995).
Im Anschluss an die Vesikelbildung kommt es zur synchronen Bildung von kleinen
Ausstu¨lpungen auf der gesamten Oberfla¨che des Vesikels, die als prima¨re Sterigmata
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oder Metulae bezeichnet werden. Parallel dazu kommt es im Vesikel zu einer Vielzahl
von mitotischen Kernteilungen (Clutterbuck 1969, Oliver 1972). Diese Kerne werden
unterhalb der Metulae positioniert und wa¨hrend einer, mehr oder weniger synchronen,
finalen Kernteilung gelangt ein Tochterkern in die Metulae, wohingegen der andere
Kern im Vesikel verbleibt (Mims et al. 1988). Dass dieser Schritt essentiell ist und die
Kerne nicht zufa¨llig in die Metulae gelangen, konnte durch Positionierungsmutanten
gezeigt werden, bei denen die fu¨r die Kernpositionierung verantwortlichen Proteine
fehlten. Nach der Einlagerung eines Kernes je Metulae werden diese gegenu¨ber dem
Vesikel mit Septen bis auf ein Pore hin verschlossen.
Im weiteren Verlauf bildet sich aus der Spitze der Metulae eine Knospe, aus der sich eine
sporenbildende Phialide entwickelt. Hierfu¨r teilt sich der Kern der Metulae und je ein
Tochterkern verbleibt in einem der Kompartimente. Die Phialiden bleiben auch nach
Abschluss der Entwicklung durch unvollsta¨ndige ausgepra¨gte Septen mit dem Metulae
verbunden, sodass ein zytoplasmatischer Austausch zwischen Phialiden, Metulae und
dem Vesikel weiterhin mo¨glich ist. Je nach Art kann es auch zur Bildung mehrerer
Phialiden je Metulae kommen.
In den Phialiden findet abschließend die eigentliche Sporenbildung durch wiederholte
Kernteilung und Herausschieben der Konidien statt. Hierfu¨r bildet sich zuerst eine Aus-
stu¨lpung an der Spitze der Phialide, zu welcher der Zellkern wandert. In deren Na¨he
angekommen, teilt sich der Kern. Ein Tochterkern wandert anschließend in das sich
bildende Konidium, der andere wieder zuru¨ck in die Phialide Richtung Metulae. Der
Zellkern im Konidium verharrt nach der Teilung in der G1-Phase. Hat das Konidium
seine volle Gro¨ße erreicht, kommt es zu einer radialen Einstu¨lpung der Zellmembran
zwischen Konidium und Phialide sowie zur Anlagerung von Zellwandbestandteilen.
Die zytoplasmatische Trennung erfolgt dabei nicht sofort, sie tritt erst nach einiger
Zeit durch das Anwachsen der Zellwand ein. Nach der vollsta¨ndigen Trennung kommt
es zur Reifung der Konidien. Dieser in mehrere Phasen unterteilte Prozess beschreibt
vor allem die Kondensation der bestehenden sowie die Bildung von neuen Schichten
um die noch unreife Spore (Abb. 1.4 B). Es wird angenommen, dass neben der Schutz-
funktion die Bildung dieser Schichten auch fu¨r die Ruhephase, die den Sporen hilft
große Zeitspannen zu u¨berdauern, verantwortlich ist (Sewall et al. 1990a).
Da die Sporenbildung vom Myzelalter abha¨ngig ist und es sich dabei um aufeinan-
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der aufbauende Prozesse handelt, war es zuna¨chst sehr schwer, biochemische Analysen
durchzufu¨hren, da zu jedem Probenzeitpunkt eine Vielzahl an unterschiedlich entwi-
ckelten Konidiophoren vorlagen. Aus diesem Grund wurden Methoden gesucht, die eine
synchrone Entwicklung des Myzels ermo¨glichen, sodass alle Konidiophore den gleichen
Entwicklungsstand aufweisen. Die Lo¨sung fu¨r dieses Problem erfolgte durch das Zusam-
menfu¨hren mehrerer Beobachtungen: Zum einen bilden Aspergillen in Flu¨ssigkultur,
solange sie genu¨gend Na¨hrstoffe vorfinden, zwar Myzel, differenzieren aber nicht und
bilden folglich keine Konidiophore. Fu¨r deren Bildung beno¨tigt das Myzel einen dauer-
haften Zugang zu Luft (Champe et al. 1981, Law und Timberlake 1980). Zum anderen
muss das Myzel der Aspergillen ein Mindestalter aufweisen, bevor die Bildung von
Konidiophoren eingeleitet wird (Axelrod et al. 1973). Kombiniert man die beiden Er-
kenntnisse, ist die Anzucht von synchronisiertem Myzel mo¨glich. Dabei werden Sporen
z.B. auf Agarplatten ausplattiert und mit Flu¨ssigmedium u¨berschichtet. Nachdem sich
das Myzel ausreichend weit entwickelt hat, bei A. nidulans dauert dies mindestens 20
Stunden, wird das Flu¨ssigmedium abgegossen, das gesamte Myzel auf dem Festmedium
erha¨lt zum gleichen Zeitpunkt Zugang zur Luft und die Konidiophorentwicklung setzt
in der gesamten Kolonie synchron ein (Axelrod 1972, Law und Timberlake 1980, Yager
et al. 1982, Timberlake 1990b).
Abb. 1.4: Die Konidophorentwicklung der Aspergillen ist in fu¨nf Schritte
unterteilt. Stielwachstum, Vesikel-, Metulae-, Phialiden- und Konidienbildung (A, von
Stephanie Herzog). Die Konidienbildung stellt selbst ebenfalls einen mehrstufigen Prozess
dar, in dessen Verlauf die Spore ihre a¨ußere schu¨tzende Hu¨lle erha¨lt und reift (B, aus Sewall
et al. 1990a).
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1.3 Industrielle Bedeutung von Aspergillus niger
1.3.1 Einsatzbereiche und biotechnologische Anwendungen
Filamento¨se Pilze werden seit langer Zeit von Menschen bei biotechnologischen An-
wendungen eingesetzt. Aufgrund ihrer saprophytischen Lebensweise finden sie dabei
unter anderem bei der Dekontamination von verseuchten Bo¨den, der Herstellung von
regenerativen Energien, sowie zunehmend auch bei der Produktion von Lebensmitteln
Verwendung (Maeda et al. 2005, Sumathi und Manju 2000).
Eine Voraussetzung fu¨r diesen Einsatz als Lebensmittel oder Arznei ist der GRAS (ge-
nerally recognized as safe) Status. Die Einteilung erfolgt Erzeugnis- und Organsimus-
spezifisch, muss also fu¨r jedes neue Produkt oder, wenn das gleiche Produkt in einem
anderen Organismus produziert werden soll, neu bei der amerikanischen Lebensmitte-
laufsicht (FDA; Food and Drug Administration) beantragt werden. Viele Produkte, die
mit Hilfe von filamento¨sen Pilzen, so auch mit A. niger, produziert werden, haben die-
se Einstufung und ko¨nnen daher als Nahrungsmittel oder in Medikamenten eingesetzt
werden.
Die saprophytische Lebensweise der filamento¨sen Pilze bietet daru¨ber hinaus den Vor-
teil, dass als Energiequelle Abfallprodukte aus anderen Produktionsprozessen, wie z.B.
Melasse als Nebenprodukt der Zuckerherstellung oder Hopfenabfa¨lle aus der Bierpro-
duktion, verwendet werden ko¨nnen. Außerdem besitzen die Pilze ein leistungsfa¨higes
Sekretionssystem, was vor allem fu¨r viele biotechnologische Anwendungen eine große
Erleichterung bei der Aufreinigung der Produkte darstellt, da diese direkt in das um-
gebende Medium abgegeben werden (Conesa et al. 2001).
Neben der Namensgebung gebu¨hrt A. niger auch die Ehre, als erster filamento¨ser Pilz
in einem großtechnischen Produktionsverfahren eingesetzt worden zu sein. Das Ver-
fahren diente der Herstellung von Zitronensa¨ure und wurde in den zwanziger Jahren
des 20. Jahrhunderts entwickelt und patentiert (Currie 1917, Perlman et al. 1946).
Durch Weiterentwicklungen werden bei diesem Prozess heute bis zu 80% der rechne-
risch mo¨glichen Ausbeute erreicht (Magnuson und Lasure 2004). Zitronensa¨ure findet
u.a. als Sa¨uerungs- und Konservierungsmittel in der Lebensmittelindustrie, in Blutkon-
serven als Gerinnungshemmer, zum Beizen von Stoffen und in Reinigungsmitteln als
Entkalker eine Anwendung. Neben Zitronensa¨ure sind Gluconsa¨ure, Itaconsa¨ure und
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Milchsa¨ure weitere industriell bedeutende Sa¨uren, die mit Hilfe von Pilzen hergestellt
werden. Die genannten Chemikalien werden den Bulkchemikalien zugeordnet, da sie
die Ausgangsstoffe fu¨r viele chemische Synthesen darstellen. Gluconsa¨ure wird z.B. als
Fa¨rbe- und Stabilisierungsmittel in Lebensmitteln eingesetzt und findet Anwendung
in Medikamenten bei Eisenmangel. Itaconsa¨ure und Milchsa¨ure werden u.a. bei der
Herstellung biologisch abbaubarer Kunststoffe verwendet.
Aufgrund der langja¨hrigen Erfahrung mit der Synthese von Enzymen und Grundche-
mikalien werden filamento¨se Pilze auch fu¨r die heterologe Proteinproduktion eingesetzt
(Schmidt 2004). Enzyme, die mit Hilfe von filamento¨sen Pilzen hergestellt wurden, ha-
ben in medizinischen Bereichen den Vorteil, dass die Glykosylierungsmuster der Pro-
teine deutlich mehr denen von Sa¨ugetieren entsprechen, als die Glykosylierungsmuster
der gleichen Proteine exprimiert von Hefen oder Bakterien. Fu¨r die Vertra¨glichkeit und
Aktivita¨tsdauer von medizinisch eingesetzten Enzymen im Blutkreislauf ist dies von
großer Bedeutung. Entsprechend gab es bereits verschiedene Ansa¨tze menschliche Pro-
teine in filamento¨sen Pilzen zu produzieren (Devchand und Gwynne 1991, Maras et al.
1999, Punt et al. 2002, Punt et al. 2011, Ward 2012). Es zeigte sich dabei allerdings,
dass die Effektivita¨t der heterologen Proteinexpression und -sekretion deutlich hinter
den Erwartungen zuru¨ckblieb (Wiebe et al. 2001, Joosten et al. 2003). So betra¨gt die
Ausbeute der A. niger Glucoamylase 20 g/l (Finkelstein 1987), die heterologe Expres-
sion des humanen Interleukin 6 in A. niger aber nur 0,14 g/l (Punt et al. 2002). Eine
U¨bernahme bisheriger Expressions- und Kultivierungsbedingungen ist ohne entspre-
chende Anpassungen fu¨r die heterologe Proteinproduktion daher nicht mo¨glich.
1.3.2 Produktivita¨t - Einflu¨sse und Abha¨ngigkeiten
Filamento¨se Pilze besitzen ein breites Spektrum an Wachstumsmorphologien. Sie wach-
sen auf festem Untergrund als Kolonie, submers in Form von viskosem Myzel, Pellets
(kugelfo¨rmige Partikel) sowie als Biofilm oder, in Standkultur, schwimmend als Myzel-
matte auf flu¨ssigem Medium (Elander 2003, Papagianni 2004).
Es ist seit langer Zeit ein Ziel der Biotechnologie, Produktionsprozesse hinsichtlich
einer maximalen Ausbeute zu optimieren. Dabei wurde der Zusammenhang zwischen
Morphologie und Ausbeute oftmals vernachla¨ssigt, sodass Aussagen u¨ber allgemeine
Korrelationen nicht mo¨glich sind (Grimm et al. 2005b). Als Folge mu¨ssen bis heute fu¨r
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viele neue Produkte die optimalen Produktionsbedingungen erst ermittelt werden. Ein
ubiquita¨r gu¨ltiger Lo¨sungsweg der Ru¨ckschlu¨sse auf generelle Effekte erlaubt, hat sich
bei diesen Arbeiten bisher allerdings nicht offenbart. So erreicht man bei der Produktion
von Zitronensa¨ure mit A. niger Pellets die beste Ausbeute (Papagianni et al. 1998),
dagegen ergab sich fu¨r die Penicillinherstellung ein Optimum bei der Kultivierung von
Penicillium chrysogenum als freies Myzel (Elander 2003).
Die Optimierung von biotechnologischen Verfahren ist ein sehr langwieriger Prozess.
Dabei mu¨ssen viele Parameter wie die Art und Konzentration der Na¨hrstoffe, die An-
impfkonzentration, der pH-Wert, der Energieeintrag durch Ru¨hren, Temperatur und
Begasung sowie der Einsatz von Spurenelementen und Zusatzpartikeln beru¨cksichtigt
werden. So wird z.B. durch einen basischen pH-Wert zu Beginn einer A. niger Kulti-
vierung in Ru¨hrreaktoren ein myzelartiges, durch einen sauren pH-Wert dagegen ein
pelletartiges Wachstum gefo¨rdert (Gibbs et al. 2000, Papagianni 2004).
Die submerse Kultivierung in Bioreaktoren ist gegenwa¨rtig das am ha¨ufigsten verwen-
dete biotechnologische Produktionsverfahren. Wird dabei ein myzelartiges Wachstum
forciert, zeichnet sich dieses durch eine Strukturviskosita¨t aus. Der Konzentrations-
ausgleich im Medium erfolgt dabei oft ausschließlich u¨ber Diffusion, sodass einige Be-
reiche nur unzureichend mit Na¨hrstoffen versorgt werden und Totzonen im Reaktor
entstehen. Wird dagegen das Pelletwachstum in Bioreaktoren gefo¨rdert, kann man
insgesamt von einem Newton’schen Fließverhalten ausgehen. Im Gegensatz zum ho-
mogenen Gesamtansatz zeigen die Pellets selbst aber eine sehr heterogene Struktur als
auch Na¨hrstoffversorgung (Enshasy et al. 1999). Dabei sind die a¨ußeren Bereiche me-
tabolisch sehr aktiv, wohingegen die inneren Bereiche ab einer bestimmten Pelletgro¨ße
aufgrund von Sauerstoffmangel absterben (Hille et al. 2005, Huang und Bungay 1973,
Wittier et al. 1986). Ein weiterer Nachteil der Pelletproduktion in Ru¨hrreaktoren sind
hohe Scherkra¨fte, denen das Myzel, vor allem die Hyphenspitzen, permanent ausgesetzt
sind. Der Pilz wendet wa¨hrend solcher Kultivierungen daher einen Großteil der ihm
zur Verfu¨gung stehenden Energie fu¨r die Reparaturen der bescha¨digten Hyphen auf.
Aufgrund der genannten Nachteile ko¨nnen andere Kultivierungsmethoden effektiver
sein. So wurde Zitronensa¨ure anfangs im Oberfla¨chenverfahren erzeugt. Bei diesem Ver-
fahren schwimmt eine Myzelmatte auf dem Na¨hrmedium und gibt das Endprodukt in
dieses ab (Rehm 1980). A. niger wird bei diesem Verfahren keinem mechanischen Stress
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ausgesetzt. Da diese Bedingungen aber optimal fu¨r seine asexuelle Vermehrung sind,
setzt der Pilz einen Großteil der ihm zur Verfu¨gung stehenden Energie zur Konidiophor-
und Konidienbildung ein. Alternativ ist auch eine Nutzung von Biofilmen mo¨glich. Bei
dieser Kultivierungsmethode haftet Myzel submers an einem festen Untergrund. Das
Verfahren bietet den Vorteil, dass zum einen kein mechanischer Stress auf das Myzel
wirkt und zum anderen die Sporenbildung unterdru¨ckt wird.
1.3.3 Biofilm - Eine alternative submerse Kultivierungsform
Biofilme versprechen fu¨r viele Produktionsverfahren signifikant ho¨here Ausbeuten als
mit Hilfe von Pellets in konventionellen Ru¨hrreaktoren bisher erreicht werden konnte.
So stieg die Zellulaseaktivita¨t in A. niger Kulturen zwischen 70% und 200% unter
Biofilm fo¨rdernden Kultivierungsbedingungen gegenu¨ber der Pelletproduktion. Gleich-
zeitig blieb die Biomassebildung der Biofilme z.T. deutlich hinter der Biomasse der
Pellets zuru¨ck, was vor allem positive Auswirkungen auf den Netto-Energieverbrauch,
der ebenfalls hinter dem der Pelletkultivierung zuru¨ckbleibt, hat (Villena und Gu-
tie´rrez-Correa 2006, Villena und Gutie´rrez-Correa 2007).
Die Vorteile von Biofilmen gegenu¨ber Pellets ko¨nnen vor allem in den abnehmenden
Scherkra¨ften wa¨hrend der Kultivierung gesehen werden. So kommt es in Ru¨hrreaktoren
sta¨ndig zu Zusammensto¨ßen der Pellets untereinander oder mit der Reaktorperipherie,
sodass der Pilz permanent gezwungen ist, einen Teil der ihm zur Verfu¨gung stehenden
Energie fu¨r Hyphenreparaturen aufzuwenden. Da die Sekretion von Proteinen und che-
mischen Verbindungen bei filamento¨sen Pilzen zumeist an den Hyphenspitzen erfolgt,
wirkt sich die Bescha¨digung der Hyphenspitzen außerdem auf die Effizienz der Pro-
duktsekretion aus. Alle diese negativen Einflu¨sse ko¨nnen, je nach Durchfu¨hrung, bei
Biofilmkultivierungen vermieden werden.
Dabei ist anzumerken, dass viele Kultivierungsverfahren unter dem Begriff Biofilme
zusammengefasst werden. So gibt es Ansa¨tze, die ein poro¨ses Tra¨germaterial als Wachs-
tumsoberfla¨che zu Ru¨hrreaktor-Kultivierungen hinzufu¨gen, an dem sich die Sporen und
spa¨ter das ganze Myzel anheften. Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass es weiterhin
zu Kollisionen zwischen den Partikeln kommt (Gamarra et al. 2010). Andere Ansa¨tze
verwendeten einen Polyesterstoff, an dem sich die Sporen anlagern und der im weite-
ren Entwicklungsverlauf vom Pilzmyzel vollsta¨ndig durchwachsen wird, sodass sich ein
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Kunststoff-Pilzgeflecht bildet (Villena und Gutie´rrez-Correa 2006).
Die Adha¨sion von Sporen und Myzel an ihren Tra¨geroberfla¨chen ist dabei in allen
Verfahren zu beobachten. Sie wird durch die Sekretion von extrazellularem Material
vermittelt, was bereits mehrfach durch elektronenmikroskopische Aufnahmen besta¨tigt
werden konnte (Villena und Gutie´rrez-Correa 2006, Gamarra et al. 2010).
Einen großen Nachteil besitzt allerdings auch die Biofilmproduktion. Da das Myzel
nicht aufho¨rt zu wachsen, solange ihm genu¨gend Na¨hrstoffe zugefu¨hrt werden, nimmt
die Schichtdicke des Biofilms kontinuierlich zu. Aus diesem Grund kommt es, wie schon
fu¨r Pellets beschrieben, mit zunehmendem Biofilmalter zu Bereichen ohne Zugang
zu Na¨hrstoffen und somit zum Absterben und Auflo¨sen des Biofilms. Eine Lo¨sung
dieses Problems wa¨re eine Inhibierung des Wachstums ab einem bestimmten Ent-
wicklungszeitpunkt bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung der Produktion und Sekretion
des gewu¨nschten Produkts. Solange diese Probleme nicht gelo¨st sind, wird sich das
Biofilm-Verfahren nicht gegen die seit langem etablierte submerse Pelletkultivierung in
Ru¨hrreaktoren durchsetzen.
1.3.4 Modell der Pelletbildung
Pellets stellen die ha¨ufigste Produktionsform in Bioreaktoren da, wobei sich gezeigt
hat, dass die Morphologie einen direkten Einfluss auf die Produktivita¨t hat (Kelly et
al. 2004, Hille et al. 2005). Es ist daher ein Ziel der Biotechnologie, die Morphologie der
Pilze an den jeweiligen Produktionsprozess anpassen zu ko¨nnen. Fu¨r die Pelletbildung
hat sich gezeigt, dass deren Entwicklung in mehrere Schritte unterteilt werden kann,
wobei angenommen wird, dass jede Beeinflussung der einzelnen Entwicklungsschritte
eine Auswirkung auf die endgu¨ltige Morphologie haben kann.
Im Flu¨ssigmedium werden die Sporen von filamento¨sen Pilzen in koagulativ und nicht-
koagulativ unterteilt. Nicht-koagulative Sporen agglomerieren nicht, wohingegen ko-
agulative Sporen in der ersten Phase der Kultivierung miteinander interagieren und
Sporenagglomerate unterschiedlicher Gro¨ße bilden (Metz und Kossen 1977). Diese Zu-
sammenlagerungen sind reversibel, d.h. Sporen ko¨nnen sich aus den Agglomeraten
lo¨sen und große Zusammenlagerungen ko¨nnen in kleinere zerfallen (Abb. 1.5). Daher
stellt sich mit der Zeit ein dynamisches Gleichgewicht zwischen sich anlagernden und
ablo¨senden Sporen ein, wodurch die Partikelzahl ab einem bestimmten Zeitpunkt kon-
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Abb. 1.5: Modell zur Pelletbildung in Flu¨ssigkultur. Im ersten Schritt kommt es zu
einer reversiblen Zusammenlagerung von Sporen bis zur Einstellung eines Gleichgewichts.
Der zweite Schritt wird durch die Sporenkeimung eingeleitet und ist gepra¨gt vom weiteren
Anwachsen und Verhaken der Agglomerate zu untrennbaren Aggregaten. Anschließend
entwickeln sich die Aggregate durch Wachstum zu Pellets. Abbildung nach Kelly et al. 2006.
stant bleibt (Grimm et al. 2005a). Die Einteilung der Sporen in die zwei Gruppen
ist allerdings fraglich, da Interaktionen auch von der Animpfkonzentration oder dem
pH-Wert abha¨ngig sein ko¨nnen (Gerin et al. 1993). Die zweite Phase der Pelletbildung
wird durch das Keimen der Sporen eingeleitet. Ab dem Beginn der sekunda¨ren Spore-
nagglomeration kommt es neben den Sporen- auch zu Sporen-Hyphen- und Hyphen-
Hyphen-Interaktionen. Im Laufe der zweiten Phase entwickeln sich außerdem aus den
relativ lockeren Agglomeraten Aggregate, die fest miteinander verbunden sind (Grimm
2006, Kelly et al. 2006). Die sekunda¨ren Aggregate entwickeln sich nach Abschluss der
zweiten Phase zu Pellets. Die Pelletzahl ist somit direkt von der Anzahl der sekunda¨ren
Aggregate abha¨ngig.
1.3.5 Die prima¨re Sporenaggreagation
Die Anlagerung von Sporen an andere Sporen, Hyphen oder Substrate wird durch phy-
sikochemischen Oberfla¨cheninteraktionen beeinflusst. Wichtige Parameter bei diesem
Prozess sind die Hydrophobizita¨t und die Oberfla¨chenladung der Sporen, aber auch
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Glykoproteine, Polysaccharide und Lipide haben einen Einfluss auf die Effektivita¨t der
Zusammenlagerung (Cole et al. 1979).
Sporenoberfla¨chen sind meist sehr hydrophob, da sich hier spezielle Proteine befinden,
die Hydrophobine. Die wasserabweisende Oberfla¨che ermo¨glicht es den Sporen an hy-
drophoben Oberfla¨chen zu haften, Hydrophobine spielen daher z.B. fu¨r Magnaporthe
grisea beim Befall von Pflanzen eine wichtige Rolle (Kim et al. 2005).
Von Interesse fu¨r biotechnologische Anwendungen ist der Nachweis, dass Hydropho-
bine einen Einfluss auf das submerse Wachstum myzelbildender Pilze haben. Es wird
daher vermutet, dass Hydrophobine auch die prima¨re Sporenagglomeration beeinflus-
sen ko¨nnen und dies wiederum Auswirkungen auf die abschließende Pelletmorphologie
haben kann (Grimm 2006, Kelly et al. 2006). Dieser Hypothese liegen dabei neben
Messdaten auch theoretische Gedanken zugrunde, da die genauen Mechanismen der
Zusammenlagerung von Sporen unbekannt sind. Viele dieser Daten basieren allerdings
auf Analysen die ausgehend von der makroskopischen Morphologie auf das Agglomera-
tionsverhalten der Sporen schließen (Amanullah et al. 2001). So wurde das Verha¨ltnis
von freiem Myzel zu Pellet-Biomasse eines submers kultivierten A. nidulans Wildtyps
mit dem einer Doppelmutante verglichen, die nicht mehr in der Lage war, die Sporeno-
berfla¨chen-Hydrophobine DewA und RodA zu bilden. Der Wildtyp bildete in diesem
Vergleich deutlich mehr Biomasse in Pelletform als die Mutante, was auf die verbesserte
Sporenagglomeration des Wildtyps zuru¨ckgefu¨hrt wurde (Dynesen und Nielsen 2003).
Andere Vero¨ffentlichungen gehen noch weiter und deuten an, dass die Sporenagglo-
meration in Bioreaktoren hauptsa¨chlich auf der Expression der Hydrophobine beruht
(Ryoo und Choi 1999). Hydrophobine werden allerdings nicht nur bei der Sporenbil-
dung, sondern auch in vegetativ wachsenden Hyphen exprimiert und vermitteln dort
die Haftung zwischen Myzel und Oberfla¨che. Die exprimierten Hydrophobine ko¨nnen
sich dabei je nach Entwicklungsstand der Kolonie voneinander unterscheiden (Wo¨sten
2001).
Der Einfluss der Hydrophobine auf die Sporenagglomeration ist aber auch umstritten.
So gibt es Vero¨ffentlichungen, die eine sta¨rkere Abha¨ngigkeit der Sporenzusammenla-
gerung von Polysacchariden, die mit der Sporenzellwand verbunden sind, sehen (Gerin
et al. 1993). Weitere Untersuchungen bei unterschiedlichen pH-Werten zeigen daru¨ber
hinaus, dass auch elektrostatische Abstoßungskra¨fte in die Sporenagglomeration invol-
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viert sind (Bowen et al. 2000).
Elektrostatische Ladungen der Sporenoberfla¨chen ko¨nne z.B. durch Melanin verursacht
werden. Bei Melanin handelt es sich um einen weiteren Bestandteil der Sporenober-
fla¨che von Aspergillen. Es befindet sich in der a¨ußeren Hu¨lle der Sporen und schu¨tzt
sie u.a. vor UV-Strahlung. Bei pH 7,0 ist Melanin negativ geladen, es kann pH-Wert
abha¨ngig aber auch neutral oder positiv geladen sein. Die elektrostatischen Eigenschaf-
ten von Sporen ko¨nnen demnach durch Einstellen eines bestimmten pH-Wertes mani-
puliert werden. Allerdings haben unterschiedliche pH-Werte nicht nur einen Einfluss
auf die Oberfla¨chenladung, sondern auch auf die Keim- und Lebensfa¨higkeit von Spo-
ren. Somit wa¨re die Variation dieses Parameters allein nicht die geeignete Mo¨glichkeit,
die Sporenagglomeration zu manipulieren und ihren Beitrag zur Pelletbildung in A.
niger zu u¨berpru¨fen. Im Gegensatz zu Hydrophobinen und Polysacchariden wird Me-
lanin in A. niger nicht in vegetativ wachsenden Hyphen exprimiert, außerdem wird die
Melaninhu¨lle schon wa¨hrend der Keimung abgeworfen (Tsukahara 1968, Tronchin et al.
1995) und hat folglich schon auf die sekunda¨re Sporenagglomeration und die Entwick-
lung von Keimlingen keinen direkten Einfluss mehr. Durch diese Eigenschaften ko¨nnte
Melanin einen interessanten Manipulationspunkt fu¨r die Untersuchung der prima¨ren
Sporenagglomeration darstellen.
1.4 Melanin
1.4.1 Bedeutung und Synthese von Melanin in Aspergillus niger
Viele Pilze produzieren charakteristische Pigmente, welche bis zu einem gewissen Grad
spezifisch fu¨r eine Spezies sind. Ein typisches Merkmal von Aspergilli der Sektion Nigri
sind die oliv- oder dunkelbraun bis schwarz gefa¨rbten Konidiosporen (Samson et al.
2007).
Die Fa¨rbung beruht auf der Einlagerung von Melanin, einem bra¨unlich bis schwarzen
Polyketid (Ray und Eakin 1975). Dass je nach Art trotzdem definierte Farbvarianten
auftreten, beruht auf qualitativ und quantitativ unterschiedlichen Ausgangsstoffen, die
artspezifisch synthetisiert werden.
Im Allgemeinen korreliert die Produktion von Melanin mit der Sporenbildung, das
Myzel selbst ist zumeist weißlich und entha¨lt kein Melanin (Jo¨rgensen et al. 2011).
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Melanine geho¨ren zu den stabilsten, unlo¨slichsten und widerstandsfa¨higsten bioche-
mischen Verbindungen die es gibt (Jacobson 2000). Sie sind in der Lage, große Teile
des elektromagnetischen Spektrums zu absorbieren und in Wa¨rme umzuwandeln und
dienen daher u.a. als Schutz vor UV-Strahlung. Aufgrund ihrer Struktur binden sie
außerdem Radikale und chemisch aktive Substanzen wie Ionen, wodurch sie auch mit
Medikamenten und Antibiotika interagieren und diese inaktivieren ko¨nnen (Jacobson
2000). Da sich Melanine wie eine Schale um Sporen legen, schu¨tzen sie diese auch schon
aufgrund ihrer bloßen Anwesenheit vor Bescha¨digungen. Die Umschließung stellt aber
auch eine Behinderung dar, sodass Aspergillus-Sporen ihre a¨ußere, melaninhaltige Hu¨lle
wa¨hrend der Keimung abstoßen (Tronchin et al. 1995). In pathogenen Pilzen besitzen
Melanine noch weitere Funktionen. Sie werden u.a. in Appressorien gebildet, wo sie an
der Vermittlung der Haftung zwischen Pilz und Wirt beteiligt sind (Kubo et al. 1996,
Perpetua et al. 1996, Hill 1992).
Melanine haben ein hohes molekulares Gewicht, sie entstehen durch oxidative Polyme-
risation phenolischer Substanzen. Fu¨r die Synthese von Melanin haben sich in Pilzen
zwei Hauptwege etabliert.
Der DOPA-Melanin Weg mit Tyrosin als Substrat und Dihydroxyphenylalanin (DO-
PA) als Zwischenprodukt ist charakteristisch fu¨r Basidiomyzeten. Ascomyzeten dage-
gen synthetisieren Melanin aus Malonyl- oder Acetyl-Coenzym A wobei 1,8-Dihydroxy-
naphthalen (DHN) ein Zwischenprodukt darstellt (Bell und Wheeler 1986, Jacobson
2000). Der erste Schritt der Biosynthese stellt die Bildung von 1,3,6,8-Tetrahydroxy-
naphthalen (1,3,6,8-THN) dar, der von einer Polyketidsynthase (PKS) katalysiert wird.
Diese erzeugt im Idealfall ein lineares Pentaketid, welches sich durch zwei Ringschlu¨sse
zu 1,3,6,8-THN umlagert (Tsai et al. 1999). Neben diesem idealen Syntheseweg sind
aber auch weitere Synthesewege mit zusa¨tzlichen Zwischenprodukten bekannt (Tsai et
al. 2001). Von 1,3,6,8-THN ausgehend erfolgt eine Reduktion zu Scytalon, anschließend
eine Dehydrierung zu 1,3,8-THN, gefolgt von einer erneuten Reduktion zu Vermelon,
welches abschließend zum stabilen Zwischenprodukt DHN dehydriert wird (Tsai et al.
1998). Eine Laccase oxidiert anschließend DHN zu einem Chinon, einer instabilen Ver-
bindung mit doppelbindigem Sauerstoff. Die Chinone reagieren spontan miteinander
und bilden im letzten Schritt Melanin. Da fu¨r diese Reaktionen kein einheitliches Sche-
ma existiert und auch weitere Verbindungen zufa¨llig eingebaut werden ko¨nnen, gibt es
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keine allgemeingu¨ltige Strukturformel fu¨r Melanin (Jacobson 2000).
In verschiedenen Aspergillen mu¨ssen fu¨r die Synthese der Chinone unterschiedliche
Wege existieren. Beispielsweise konnten keine orthologen Proteine der in A. fumigatus
an der Synthese beteiligte HN-Reduktase, Dehydrogenase und Laccase in A. niger
identifiziert werden. Ein weiterer Hinweis fu¨r eine Divergenz der Synthesewege ist, dass
der Reduktase-Inhibitor Tricyclazol in A. fumigatus die Melanin-Biosynthese inhibiert,
in A. nidulans aber keinerlei Auswirkungen auf diese zeigt (Tsai et al. 1998).
1.5 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Eine elementare Eigenschaft lebender Zellen ist die Fa¨higkeit sich an vera¨nderte Le-
bensbedingungen anzupassen. Um diese - relativ einfach klingende - Leistung voll-
bringen zu ko¨nnen, bewa¨ltigen Zellen gleich mehrere Aufgaben: Zuerst mu¨ssen sie die
Vera¨nderung wahrnehmen, sie anschließend in die Zelle weiterleiten und bewerten und,
als Konsequenz, eine zweckma¨ßige Reaktion auslo¨sen.
Fu¨r die Wahrnehmung verschiedenster Umweltreize besitzen Zellen Rezeptoren, die
einen spezifischen Reiz durch eine definierte Reaktion, beispielsweise eine Konforma-
tionsa¨nderung, in das Zellinnere u¨bertragen. Die Weiterleitung des extrazellula¨ren Si-
gnals erfolgt u.a. mit Hilfe von mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen /
MAK). Die Aufgabe der Kinasen beschra¨nkt sich dabei nicht nur auf die Weiterleitung
der Signale, sie bilden vielmehr ein Netzwerk, dass eine Vielzahl von externen Parame-
tern beru¨cksichtigt und eine spezifische Zellantwort auslo¨st. Ein besonderes Merkmal
der Kaskaden ist, dass sowohl der Aufbau als auch die Bestandteile der Kaskade in
allen Eukaryoten, von Pilzen bis zu den Sa¨ugetieren, hoch konserviert sind. (Bardwell
2005, Qi und Elion 2005, Saito 2010).
1.5.1 Aufbau von mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kaskaden
Den Hauptteil einer MAK-Kaskade bildet ein Modul aus drei u¨bereinander ange-
ordneten Kinasen. Innerhalb des Moduls werden MAP-Kinasen von MAK-Kinasen
(MAKK) phosphoryliert und aktiviert (Abb.1.6). Zuvor wurden MAKK von den ihnen
u¨bergeordneten MAKK-Kinasen (MAKKK) phosphoryliert und aktiviert. Bemerkens-
wert ist dabei, dass bestimmte MAKK und MAKKK die Signaltransduktion in meh-
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reren Signalwegen u¨bernehmen ko¨nnen, innerhalb eines Signalweges die Weiterleitung
der Signale vom Stimulus bis zur Reaktion aber spezifisch bleibt.
Da Kinasen hoch konservierte Bereiche aufweisen, sind sie in allen Organismen leicht
zu identifizieren. Im Gegensatz dazu sind die u¨bergeordneten Rezeptoren und regula-
torisch wirkenden Proteine nicht im gleichen Maße konserviert und daher oft, wie auch
fu¨r A. niger, unbekannt. Das gleiche gilt fu¨r die den MAP-Kinasen nachgeschalteten
Proteinen, die die eigentliche Zellantwort auslo¨sen.
Abb. 1.6: MAK-Signalwege bestehen aus drei u¨bereinander angeordneten
Kinasen. Die MAKKK wird bei der Wahrnehmung eines Signals durch Phosphorylierung
aktiviert, als Folge aktiviert sie die MAKK, ebenfalls durch Phosphorylierung, welche als
letztes die MAK phosphoryliert. Die nun aktive MAK interagiert daraufhin mit weiteren
Proteinen, die eine spezifische Zellantwort auslo¨sen. Der linke Bereich der Abbildung stellt
eine allgemeine MAK-Kaskade, der rechte stellt beispielhaft die bekannten Komponenten
des MAKB-Signalweges aus A. niger da.
1.5.2 Aufgaben von mitogen-aktivierten Proteinkinasen in der
Ba¨ckerhefe Saccharomyces cerevisiae
Im Gegensatz zum konservierten Aufbau sind die Reaktionen, die homologe Signal-
wege in verschiedenen Organismen hervorrufen, z.T. sehr unterschiedlich. Die ers-
ten beschriebenen Kinasen waren ERK1/2 aus Hu¨hnerzellen (Cooper et al. 1984).
Von gro¨ßerem Interesse fu¨r diese Arbeit sind allerdings die fu¨nf MAK-Signalwege der
Ba¨ckerhefe S. cerevisiae. Von allen bekannten MAK-Signalwegen gelten die Signalwege





Pheromone Response Pathway“ mit der MAP-Kinase Fus3 ist einer der MAK-
Signalwege aus S. cerevisiae. Der Weg reguliert das durch Peptid-Pheromone gelenkte,
zueinander gerichtete Wachstum zweier Hefezellen wa¨hrend der sexuellen Vermehrung.
Eine Besonderheit dieses Signalwegs ist, dass bei einem Verlust der MAP-Kinase Fus3
einige Funktionen von der teilweise homologen MAP-Kinase Kss1 u¨bernommen werden
ko¨nnen (Elion et al. 1991).
Kss1 ist außerdem am
”
Filamentous Growth Pathway“ beteiligt. Der Signalweg wird
bei Na¨hrstoﬄimitierung aktiviert und bewirkt einen Morphologiewechsel vom apolaren
zum filamento¨sen Wachtum, wodurch es der Hefe ermo¨glicht wird neue Na¨hrstoffquellen
zu erschließen (Gimeno et al. 1992).
Ein weiterer Signalweg ist der
”
High Osmolarity / Glycerol Pathway“ (Hog1). Die Kas-
kade wird als Reaktion auf hohen osmotischen Stress aktiviert. Sie kann dabei sowohl
auf kurzfristig osmotischen Stress durch Aktivierung von Na+/H+ Antiporter (Proft
und Struhl 2004), als auch auf langfristigen Stress durch die Aktivierung des Glycerin-
Metabolismus reagieren (Brewster et al. 1993, Nevoigt und Stahl 1997, Albertyn et al.
1994).
Des Weiteren besitzt S. cerevisiae den
”
Cell Wall Integrity Pathway“. Die daran be-
teiligte MAP-Kinase Slt2 (Spm1) ist essentiell fu¨r die Regulierung des Wachstums von
Hefezellen sowie fu¨r die Aufrechterhaltung und Kontrolle einer intakten Zellwand. Fehlt
die Kaskade, ko¨nnen sich die Zellen nur unzureichend an vera¨ndernde Umweltbedin-
gungen anpassen und es kommt versta¨rkt zur Zelllyse (Lee et al. 1993).
Die fu¨nfte MAK-Kaskade, der
”
Spore Wall Assembly Pathways“ (Smk1) ist ebenfalls in
der Regulierung des Zellwandaufbaus involviert. Im Gegensatz zum vegetativ eingebun-
denen
”
Cell Wall Integrity Pathway“ ist er allerdings wa¨hrend der Ascosporenbildung
aktiv. Der
”
Spore Wall Assembly Pathway“ ist sehr wenig erforscht, man kennt nur
wenige der mitwirkenden Komponenten. Bekannt ist allerdings, dass er, wie auch der
”
Filamentous Growth Pathway“, durch Na¨hrstoffmangel beeinflusst wird (Chen und
Thorner 2007). Eine Sto¨rung des Signalwegs fu¨hrt zu einer verminderten Vitalita¨t der
betroffenen Sporen unter Stressbedingungen (Krisak et al. 1994). Interessanterweise
verzo¨gern sich das Auftreten und die Art der Defekte in hypomorphen smk1-Sta¨mmen
mit zunehmender Smk1-Konzentration. Dies deutet an, dass unterschiedliche Stadi-
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en des Prozesses unterschiedliche Mindestkonzentrationen an aktivem Smk1 beno¨tigen
(Wagner et al. 1999).
Eine weitere Kinase in der Ba¨ckerhefe ist Kdx1 (Ykl161c). Fu¨r diese Kinase ist bisher
weder ein eigener Signalweg beschrieben, noch konnten mo¨gliche Funktionen identifi-
ziert werden. Der Großteil der Informationen beruht daher auf Sequenzanalysen. Es
konnte allerdings gezeigt werden, dass YKL161c in einem Yeast-two-Hybrid Assay mit
Rlm1 interagiert, einem Transkriptionsfaktor der auch mit Slt2p in Interaktion tritt
(Watanabe et al. 1997).
Im Gegensatz zur Hefe wurden fu¨r viele Pilze nur drei MAP-Kinase-Signalwege be-
schrieben, und es konnten auch keine weiteren durch Computeranalysen identifiziert
werden. Die quantitative Diskrepanz zu den sechs in S. cerevisiae beschriebenen MAP-
Kinasen liegt in der Evolution der Hefe begru¨ndet. In ihrer Entwicklung kam es zu einer
Genom-Duplikation, sodass Gene redundant vorlagen. Viele Gene gingen wieder verlo-
ren, da ihr Verlust keinen Selektionsnachteil verursachte, andere konnten frei mutieren
da ihre urspru¨ngliche Funktion weiterhin von ihrer jeweiligen Kopie u¨bernommen wur-
de (Kellis et al. 2004). Auch die teilweise redundanten Funktionen von Fus3 und Kss1
sind durch die Duplikation erkla¨rbar und konnten durch Sequenzabgleich besta¨tigt
werden.
Im Gegensatz zu den Pilzen sind fu¨r Sa¨ugetiere zwo¨lf MAP-Kinasen beschrieben. Sie
werden aufgrund ihrer Sequenz in vier Unterfamilien eingeteilt, welche auch fu¨r andere
Organismen u¨bernommen wurde. Mit Ausnahme von HOG1 und seinen Orthologen,
die der Unterfamilie p38 zugeordnet werden, befinden sich alle MAP-Kinasen von S.
cerevisiae in der Unterfamilie ERK1 (http://kinase.com/kinbase).
1.5.3 Aufgaben und Funktionen von MAKB-orthologen
MAP-Kinasen in Pilzen
Die MAKB-orthologe MAP-Kinase Erk2 aus Dictyostelium discoideum wird in Gegen-
wart von Folsa¨ure aktiviert. Die Amo¨be orientiert daraufhin ihr Wachstum in Richtung
der Sa¨urequelle und somit in Richtung von Bakterien, der Nahrungsquelle von D. dis-
coideum, die die Sa¨ure sekretieren (Maeda und Firtel 1997).
Auch im mykoparasita¨ren Pilz Trichoderma virens ist die MAKB-orthologe Kina-
se TmkA am Wachstum beteiligt. ∆tmkA Sta¨mme weisen eine insgesamt reduzierte
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Geschwindigkeit des Hyphenwachstums auf. TmkA ist demnach nicht wie ihr Hefe-
Homolog an der Wuchsrichtung, sondern am allgemeinen Wachstumsprozess beteiligt.
Außerdem wurde gezeigt, dass TmkA ein lichtabha¨ngiger Repressor fu¨r die asexuelle
Sporenbildung sowie an der Infizierung von Wirten des Pilzes beteiligt ist (Mukherjee
et al. 2003).
Insbesondere die Bedeutung der MAKB-orthologen Kinasen als Pathogenita¨tsfaktoren
wurde fu¨r viele Pilze beschrieben. Beispielsweise sind ∆cek1 -Mutanten von Candida
albicans nicht in der Lage, vom apolaren zum invasiven Hyphenwachstum zu wechseln
und ko¨nnen daher ihre Wirtszellen nicht mehr effektiv infizieren (Csank et al. 1998).
Auch viele Pflanzenpathogene wie Magnaporthe grisea oder Colletotrichum lagenarium
sind nicht in der Lage, ihre Infektionsstrukturen, die Appressorien, auszubilden, wenn
die Funktion der Fus3/Kss1 orthologen Kinase fehlt (Xu und Hamer 1996, Takano et
al. 2000).
In Neurospora crassa, einem nicht pathogenen, filamento¨sen Pilz, ruft die Deletion der
orthologen MAKB Kinase MAK-2 einen pleiotropen Phenotyp hervor. Die mutierten
Sta¨mme wachsen z.B. deutlich langsamer, sind nicht mehr in der Lage vegetativ zu
fusionieren, sind weiblich steril und die Ascosporen sind nicht lebensfa¨hig (Pandey et
al. 2004).
Im Gegensatz zur MAP-Kinase MAKB aus A. niger, die noch nie Gegenstand ei-
ner wissenschaftlichen Vero¨ffentlichung war, gibt es bereits mehrere Vero¨ffentlichungen
u¨ber die MAP-Kinase MpkB aus dem nahe verwandten Ascomyzet A. nidulans. Da-
bei konnte, wie auch fu¨r N. crassa, eine Beteiligung der Kinase an einer Vielzahl von
Prozessen beschrieben werden. Die MAP-Kinase ist sowohl an der asexuellen als auch
an der sexuellen Entwicklung beteiligt und die Deletion der Kinase fu¨hrt zu einer
vera¨nderten Konidienmorphologie, einem verlangsamten Hyphenwachstum sowie einer
erho¨hten Hu¨llezell Produktion. Die Mutante ist daru¨ber hinaus nicht mehr in der Lage
Kleistothezien, die sexuellen Fruchtko¨rper von A. nidulans, zu bilden. Die Abha¨ngigkeit
der Kleistothezienbildung von MpkB konnte auch durch die U¨berexpression der MAP-
Kinase gezeigt werden, die zu einer erho¨hten Kleistothezienzahl fu¨hrt (Jun et al. 2011).
Auch die Regulierung der Produktion von Sekunda¨rmetaboliten in Bezug auf MpkB
wurde in A. nidulans bereits betrachtet. Dabei zeigte sich, dass die MAP-Kinase in
A. nidulans an der Regulierung der Expression von Genen unterschiedlicher Biosyn-
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thesewege beteiligt ist. Abha¨ngig sind z.B. die Synthesen von Sterigmatocystin, einem
Leberkarzinogen, Penicillin, einem Antibiotikum und Terrequinon A, ein Chinon mit
antitumoraler Wirkung. Auch die Expression von LaeA wird durch MpkB beeinflusst.
Bei LaeA handelt es sich wahrscheinlich um eine Methyltransferase, die die Expression
von vielen Sekunda¨rmetabolit-Genclustern reguliert (Atoui et al. 2008). Auch an der
Wahrnehmung von Licht ist MpKB beteiligt, u¨ber die Auswirkungen ist allerdings noch
wenig bekannt (Paoletti et al. 2007, Bayram et al. 2009).
Aus diesen Beispielen, die sich ausschließlich auf das Reich der Pilze beschra¨nken, ist
erkennbar, dass trotz eines hohen Konservierungsgrades die MAP-Kinasen ein großes
Spektrum an Reaktionen auslo¨sen ko¨nnen und dass von einer homologen Sequenz zwei-
er Kinasen nicht auf deren Aufgabe innerhalb der Zelle geschlossen werden kann.
1.5.4 Lokalisierung von mitogen-aktivierten Proteinkinasen in
filamento¨sen Pilzen
Die Charakterisierung des Pha¨notyps der Mutation eines bestimmten Gens ermo¨glicht
auf der einen Seite Einblicke, an welchen Zellprozessen das entsprechende Protein be-
teiligt ist, auf der andern Seite bleibt die exakte Funktion und die Art und Weise, wie
das Protein in diesen Prozessen involviert ist, verborgen. Um hieru¨ber genauere Infor-
mationen zu erlangen, hat sich u.a. die Markierung und anschließende Lokalisierung
von Proteinen bewa¨hrt.
Die MAKB-orthologe MAP-Kinase Fus3 aus S. cerevisiae konnte z.B. sowohl im Zell-
kern, im Zytoplasma und an der Zellmembran nachgewiesen werden. Weitere Untersu-
chungen zeigten, dass die Kinase in Anwesenheit des Mating-Pheromons sowohl an der
Zellmembran, wo sie aktiviert wird, als auch im Zellkern, wo sie ihre Ziele aktiviert,
akkumuliert. Nicht aktiviertes Fus3 wird aus dem Zellkern wieder in das Zytoplasma
transportiert. Daher ist davon auszugehen, dass die Interaktionen dieser MAP-Kinase
mit anderen Proteinen vor allem an der Zellmembran und im Zellkern stattfinden
und ihre Hauptfunktion die Signalweiterleitung zwischen diesen beiden Bereichen ist.
In Rekrutierungsexperimenten, bei denen die MAP-Kinase durch eine spezielle Ami-
nosa¨uresequenz fest an der Zellmembran verankert wird, konnte außerdem gezeigt wer-
den, dass diese Rekrutierung allein bereits eine Aktivierung von Fus3 bewirkt (Chen
und Thorner 2007, Chen und Thorner 2010).
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Die MAP-Kinase Pmk1 aus Schizosaccharomyces pombe ist das Ortholog von S. ce-
revisiae Spm1 und somit dem
”
Cell Wall Integrity Pathway“ zugeordnet (Madrid et
al. 2006). Pmk1 lokalisiert in S. pombe im Zytoplasma und im Zellkern. Im letzteren
kann dabei eine permanente Akkumulation der Kinase festgestellt werden. Die erho¨hte
Konzentration im Zellkern ist dabei unabha¨ngig vom Phosphorylierungsgrad der MAP-
Kinase. Durch Photobleaching-Experimente konnte außerdem ein kontinuierlicher Aus-
tausch der Pmk1 Kinasen im Zytoplasma mit denen im Zellkern nachgewiesen werden.
Interessanterweise fu¨hrt auch die Aktivierung der MAP-Kinase zu keiner gesteiger-
ten Akkumulation der Kinase im Zellkern. Die Ergebnisse zeigen, dass S. pombe kein
reguliertes Transportsystem fu¨r die Aktivierung der Zielproteine von Pmk1 beno¨tigt,
sondern das auch der zufa¨llige Transport von aktivierten neben nicht aktivierten Pmk1
hierfu¨r ausreichend ist (Sa´nchez-Mir et al. 2012).
Fu¨r MpkB, das A. nidulans Ortholog von A. niger MAKB konnte ebenfalls eine Ak-
tivierung der Kinase an der Zellmembran bei der Initialisierung der sexuellen Ent-
wicklung nachgewiesen werden. Außerdem konnte mit Kolokalisierungsstudien gezeigt
werden, dass nicht nur MpkB, sondern die gesamte MAP-Kinase-Kaskade von der Zell-
membran zum Kern wandert, MpkB aber als einzige Kinase der Kaskade in den Kern
gelangt, um dort die Zielproteine zu aktivieren (Bayram et al. 2012).
Die Lokalisierungsmuster orthologer MAP-Kinasen kann eine erstaunliche Vielfalt an-
nehmen. So sind genetisch identische Keimlinge des filamento¨sen Ascomyzeten N. cras-
sa in der Lage, miteinander u¨ber kurze Distanzen zu kommunizieren, ihr Wachstum
zueinander auszurichten und, wenn sich sich beru¨hren, zu fusionieren, wodurch sie re-
lativ schnell ein großes Netzwerk bilden. Wa¨hrend des Ausrichtens und des gerichteten
Wachstums kommt es dabei zu einer wechselseitigen, oszillatorischen Rekrutierung der
Fus3-orthologen Kinase MAK-2 an der Spitze der beteiligten Keimlinge. Die Frequenz
dieser Akkumulation betra¨gt sechs bis zehn Minuten, d.h. innerhalb dieser Zeitspanne
akkumuliert das Signal an einer Keimlingsspitze, dissoziiert wieder und beginnt mit der
Akkumulation an der Spitze des anderen Keimlings. Eine versta¨rkte Kernlokalisierung
der MAP-Kinase wird innerhalb dieses Prozesses zu keinem Zeitpunkt festgestellt und
auch in isoliert wachsenden Keimlingen ist nur ein schwaches Kern-, Hyphenspitzen-
bzw. zytoplasmatisches Signal der Kinase MAK-2 erkennbar (Fleissner et al. 2009,
Dettmann et al. 2012).
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Durch Lokalisierungsstudien konnten auch weitere Informationen u¨ber die Aufgaben
der MAP-Kinase BcSak1 aus Botrytis cinerea gewonnen werden. Fu¨r die Kinase konnte
eine Aktivierung unter oxidativen, genauso wie unter osmotischen Stressbedingungen
gezeigt werden. Die Lokalisierung von BcSak1 offenbarte allerdings im Anschluss, dass
die durch oxidativen Stress aktivierte Kinase im Zytoplasma verbleibt und die glei-
che Kinase, durch osmotischen Stress aktiviert, dagegen im Kern akkumuliert. Obwohl
beide Stimuli die Kinase in gleicher Weise aktivieren, konnte durch die Lokalisierung
nachgewiesen werden, dass die Kinase in beiden Prozessen verschiedene Funktionen
u¨bernimmt. Da es sich bei B. cinerea um eine Pflanzenpathogen handelt, wurde auch
die Lokalisierung der Kinase wa¨hrend der Infektion von Bohnenbla¨ttern beobachtet.
Dabei zeigte sich, dass die MAP-Kinase bereits wenige Stunden vor Beginn der In-
fektion im Kern zu akkumulieren beginnt, sich das Signal wa¨hrend der Infektion noch
versta¨rkt und nach der Infektion wieder vollsta¨ndig verschwindet. Die Kinase ist da-
mit nicht nur an der Reaktion auf osmotischen Stress beteiligt, sondern ist auch ein
Regulator bei der Infektion von Wirtspflanzen (Heller et al. 2012).
1.6 Ziel der Arbeit
Im ersten Teil dieser Arbeit wird untersucht, inwiefern die Morphogenese des Myzels
von A. niger in Flu¨ssigkultur durch die prima¨re Sporenagglomeration beeinflusst wird.
Grundlage fu¨r die Versuche ist das Modell der Pelletbildung von Kelly et al. (2006),
das einen kausalen Zusammenhang zwischen den ersten Interaktionen ruhender Sporen
und der finalen Pelletmorphologie vorhersagt.
Fu¨r die Untersuchungen der prima¨ren Sporenzusammenlagerung sollen die Oberfla¨chen
der Sporen vera¨ndert werden, sodass unter identischen Inkubationsbedingungen das
Verhalten der vera¨nderten Sporen mit denen der Wildtyp-Sporen verglichen, sowie
die Auswirkungen auf die weitere Entwicklung beobachtet werden kann. Die Ober-
fla¨chenvera¨nderung soll durch die Entfernung von Melanin erfolgen, da dies in A. niger
einen exklusiven Sporenbestandteil darstellt. Hierzu wird das Gen der Polyketidsynt-
hase ALB1 deletiert. ALB1 katalysiert den ersten Schritt der Melanin-Biosynthese in
A. niger. Anschließend sollen Inkubationsbedingungen, unter denen ein Vergleich der
prima¨ren Sporenagglomeration zwischen den Sta¨mmen mo¨glich ist, ermittelt und die
Auswirkungen auf die weitere Entwicklung und Produktivita¨t mikroskopisch und mit
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Hilfe von Aktivita¨tsassays dargestellt werden.
Der zweite Teil dieser Arbeit hat das Ziel, den Beitrag der MAP-Kinase MAKB zur
Morphogenese und Differenzierung in A. niger zu bestimmen.
Wie der erste Teil, hat auch dieser Abschnitt einen biotechnologischen Grundgedan-
ken. Bruno et al. (2009) beschrieben in einem Tagungsbeitrag ein depolarisiertes Hy-
phenwachstum in Flu¨ssigkultur, welches sie in Zusammenhang mit der MAP-Kinase
brachten. Da filamento¨se Pilze vor allem an Hyphenspitzen sekretieren, ko¨nnte die-
se Morphologie Verbesserungen bei der Produktion und Sekretion von Proteinen und
chemischen Verbindungen haben und ist daher fu¨r die weitere Optimierung solcher
Prozesse interessant.
Im Folgenden sollen daher die Auswirkungen sowohl einer Deletion als auch einer dau-
erhaften Aktivierung der Kinase auf die Morphologie und Differenzierung unter ver-
schiedenen Inkubationsbedingungen betrachtet werden. Hierfu¨r werden die Gene unter-
schiedlicher Kinasen zum einen deletiert, in mutierter Form in A. niger u¨berexprimiert
oder mit GFP fusioniert. Die Auswirkungen sollen anschließend u.a. fluoreszenzmikro-
skopisch und mit Hilfe von Western Blots dokumentiert werden.
Da die Funktion der MAP-Kinase MAKB in A. niger bisher nicht beschrieben ist,




2 Materialien und Methoden
2.1 Sta¨mme und Plasmide
2.1.1 Aspergillus niger : Sta¨mme - Plasmide - Wachstum
Sta¨mme
In dieser Arbeit wurden eine Vielzahl von Sta¨mmen verwendet bzw. hergestellt. In
Tabelle 2.1 sind die fu¨r dieser Arbeit relevanten Sta¨mme aufgefu¨hrt.
Tab. 2.1: Aspergillus niger-Sta¨mme
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Es wurden zwei Standard-Kultivierungsmethoden verwendet. Stand die Gewinnung von
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Sporen im Vordergrund, wurden A. niger Sporen auf festem Medium ausplattiert. Zur
Schaffung mo¨glichst konstanter Ausgangsbedingungen fu¨r Versuche wurde Minimal-
Medium verwendet. Wurden dagegen große Mengen an Sporen beno¨tigt, wurde PDA-
Medium eingesetzt. Zur Gewinnung von DNA oder Myzel erfolgte die Inkubation in
flu¨ssigen Complete-Medium im Schu¨ttelkolben. Bottom- und Top-Agar Medien wurde
ausschließlich zur Transformation verwendet.
Tab. 2.2: Aspergillus-Medien
Minimal-Medium (MM)
20 ml ASPA+N (50x)
2 ml MgSO4 (500x)
1 ml Spurenelement Lsg. (1000x)
15 g Agar (bei Festmedium)
10 ml ggf. Uridin (100x)
ad dH2O 950 ml
autoklavieren
50 ml Glukose (20x)
1 ml ggf. Hygromycin (1000x)
Complete-Medium (CM)
20 ml ASPA+N (50x)
2 ml MgSO4 (500x)




10 ml ggf. Uridin (100x)
ad dH2O 950 ml
autoklavieren
50 ml Glukose (20x)




2 g Agar (zusa¨tzlich)
10 ml ggf. Uridin (100x)
ad dH2O 1 l
autoklavieren
Bottom-Agar
20 ml ASPA+N (50x)
2 ml MgSO4 (500x)
1 ml Spurenelement Lsg. (1000x)
218,6 g Sorbitol
12 g Agar
10 ml ggf. Uridin (100x)
ad dH2O 950 ml
autoklavieren
50 ml Glukose (20x)
1 ml ggf. Hygromycin (1000x)
Top-Agar
20 ml ASPA+N (50x)
2 ml MgSO4 (500x)
1 ml Spurenelement Lsg. (1000x)
218,6 g Sorbitol
6 g Agar
10 ml ggf. Uridin (100x)
ad dH2O 950 ml
autoklavieren
50 ml Glukose (20x)
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Plasmide
Alle in dieser Arbeit relevanten Plasmide, die fu¨r A. niger hergestellt bzw. in den
Pilz eingebracht wurden, sind in der folgenden Tabelle dargestellt. Darunter sind auch
Konstrukte, die als lineares PCR-Amplifikat in A. niger transformiert wurden und
zirkula¨r nur in einem Hefe-Plasmid existieren.
Tab. 2.3: Plasmide
Name Ursprung Insert
pUB0038 pARAn37 Ppki-makb-gfp-Tgla - pyrG
pUB0344 pARAn37 Pmakb-makb-Tmakb - pyrG
pUB0339 pUB0276 Pste7-ste7 -Tste7 - hph
pUB0280a pARAn37 Ppki1-ste7da-Tgla - pyrG
ste7 -pRS426 pRS426
ste7 -5’Flanke - pyrG - ste7 -
3’Flanke
alb1 -pRS426 pRS426
alb1 -5’Flanke - hph - alb1 -
3’Flanke
makb-pRS426 pRS426





makb-gfp-3’Genbereich - pyrG -
makb-3’Flanke
2.1.2 Saccharomyces cerevisiae: Sta¨mme - Plasmide - Wachstum
Sta¨mme
Tab. 2.4: Saccharomyces cerevisiae-Stamm
Name Ursprung Genotyp
FY834 FGSC9721 his3∆200, ura3-52, leu2∆1, lsy2∆202, trp1∆62, matα
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Wachstumsbedingungen
Die Aufbewahrung des FY834 Stammes erfolgte auf YPD-Agarplatten bei 4◦C; die
Platten wurden regelma¨ßig u¨berimpft. Fu¨r die Transformation des Stammes wurden
Kulturen aus flu¨ssigen YPD-Medium verwendet. Die Selektion auf positive Transfor-
manten erfolgte auf SC-ura Platten. Die Selektion basiert auf der Komplementation






ad dH2O 900 ml
autoklavieren




drop out base“ mit Glukose
2 g
”
drop out mix“ ohne Uracil
15 g Agar
ad dH2O 900 ml
autoklavieren
Hefe-Plasmide
Tab. 2.6: Verwendete Hefe Plasmide
Name Genotyp
pRS426 URA3, ampR, ori(pMB1), ori (2 micron)
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2.1.3 Escherichia coli : Sta¨mme - Wachstum
Der E. coli-Stamm XL1-Blue MRF’ wurde zur Selektion auf positiv ligierte Plasmide,
aber auch fu¨r Retransformationen zu deren Vervielfa¨ltigung verwendet.
Sta¨mme






subE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac
Wachstumsbedingungen
Die Inkubation von E. coli erfolgte bei 37◦C und 80 UpM in LB-Medium. Fu¨r die












Fu¨r alle Versuche wurden ausschließlich Chemikalien von kommerziellen Anbietern






















2.2.2 Puffer und Lo¨sungen
Acetatpuffer: Essigsa¨ure (0,1 M), Natriumacetat (0,1 M), mischen bis sich pH 4,8
einstellt (Verha¨ltnis ca. 1:1).
ASPA + N: KCl (350 mM), KH2PO4 (550 mM ), NaNO3 (3.5 M),
Borax-Lo¨sung Natriumtetraborat-Decahydrat (38,137 g) in 1 l dH2O (entspricht 0,1
M)
Coomassie-Entfa¨rbelo¨sung: Essigsa¨ure (10%), Ethanol (30%), ad 1 l dH20
Coomassie-Fa¨rbelo¨sung: Coomassie Brilliant Blau G-250 (1g), Essigsa¨ure (10%),
Ethanol (50%), ad 1 l destilliertes Wasser
DNA-Extraktionspuffer: TrisHCl (100 mM, pH 7,5), NaCl (1,5 M), EDTA (50 mM),
Cetyltrimethylammoniumbromid (2%), vor Gebrauch zufu¨gen: β-Mercaptoethanol (1%)
Denhardt’s: BSA (1%), Ficoll 400 (1%), Polyvenylpyrolidon (1%)
Fa¨rbereagenz: o-Dianisidin Dihydrochlorid (25 mg), 96% Ethanol (10 ml)
Glucosereagenz: Peroxidase (3 mg), Glukoseoxidase (10,5 mg), So¨rensenpuffer pH
7,4 (90 ml), Fa¨rbereagenz (10 ml), klar bis leicht orange, ggf. filtrieren, nur wenige Tge
haltbar
Glukose-Stammlo¨sung: Glukose (1 M)
Lo¨sung I: Glukose (50 mM), TrisHCl (25 mM, pH 8,0), EDTA (10 mM) Lagerung bei
4◦C
Lo¨sung II: NaOH (200 mM), SDS (1%)
Lo¨sung III: NaOAc (3 M), Eisessig (12%) Lagerung bei 4◦C
Lysispuffer (DNA-Extraktion): TrisHCl (50 mM), EDTA (50 mM), SDS (30 g),
Wasser (ad 1 l) autoklavieren, vor Gebrauch zufu¨gen: β-Mercaptoethanol (10 µl/ml)
MgSO4-Stammlo¨sung: MgSO4 (1 M).
pNPG-Lo¨sung: p-Nitrophenyl-β-D-Glycopyranoside (1 mg), 0,1 M Acetatpuffer pH
4,8 (1 ml)
Protein-Extraktionspuffer I: HEPES (50 mM, pH 7,5), EDTA (5 mM, pH 8,0),
EGTA (2 mM, pH 8,0), NaCl (100 mM), TritonX (1%), Glycerin (10%), Natriumor-
thovanadat (1 mM), Natriumfluorid (10 mM), Roche complete (1 Tablette), ad 20 ml
ddH2O
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Protein-Extraktionspuffer II: Proteinextraktionspuffer I, β-Glyzerol Phosphat (60
mM), p-nitro Phenylphosphat (15 mM), ad 20 ml ddH2O
(β-Glyzerol Phosphat und Natriumorthovanadat sind Phosphatase Inhibitoren, p-nitro-
Phenyl- phosphat ist ein ku¨nstliches Phosphatase Substrat)
Protein-Hybridisierungspuffer: siehe 1x TBST
Protein-Ladepuffer (5x): Tris-HCl (12 ml, pH 6,8), SDS (20 ml aus 20% SL), Gly-
cerin (2 ml 100% Lsg.), β-Mercaptoethanol (6 ml), Bromphenolblau (Spatelspitze)
Protein-Laufpuffer: Tris (15,2 g), Glycin (72,0 g), SDS (5,0 g), ad 1 l dH2O
SEVAG: Chloroform:Isoamylalkohol (24:1)
So¨rensen-Puffer pH 5,0 bzw. 7,4: Kaliumdihydrogenphosphat (50 mM), Dinatri-
umhydrogenphosphat (50 mM), mischen bis sich pH 5,0 bzw. 7,4 einstellt
Southern-Hybridisierungslo¨sung: SSPE (5x), Denhardt’s (5x), SDS (0,5%), Lachs-
sperma DNA/Applichem (10 µg/ml), Dextransulfat (7,5%)
Spurenelement-Lo¨sung (1000x): EDTA (10 g), ZnSO4 x 7H2O (4,4 g), MnCl2 x
4H2O (1,01 g), CuSO4 x 5H2O (0.315 g), FeSO4 x H2O (1 g), CoCl2 x 6H2O (0.32 g),
CaCl2 x 2H2O (1.47 g), (NH4)6Mo7O24 x 4H2O (0.22 g), pH 5.5 mit KOH, ad 1 l dH2O
20x SSPE: NaCl (3 M), NaH2PO4 (200 mM), EDTA (20 mM), NaOH (10 M), mit
HCl auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren
2x-SSPE-Waschpuffer: 20x SSPE (50 ml), 10% SDS (5 ml), H2O (445 ml)
1x-SSPE-Waschpuffer: 20x SSPE (25 ml), 10% SDS (5 ml), H2O (470 ml)
Sukroselo¨sung: Sucrose (1,65 M) in So¨rensenpuffer (pH 5,4),
50x TAE: Tris (242 g), Eisessig (57,1 ml), 0,5 M EDTA pH 8,8 (100 ml), ad 1 l H2O
10x TBS: Tris HCl (200 mM), NaCl (1,5 M), mit HCl auf pH 7,5 einstellen
1x TBST: 10x TBS (50 ml), Tween20 (0,1-0,5%), H2O (450 ml)
TE-Puffer TrisHCl pH 8,0 (10 mM), EDTA (0,1 mM)
Uridin-Stammlo¨sung: Uridin (1 M)











































































































2.3.1 Quantifizierung der Sporulationsrate
Die Bestimmung der Sporulation erfolgte angepasst an die jeweiligen Anforderungen
der Experimente.
Bestimmung der Sporulation von radia¨r wachsenden Kolonien.
Die radia¨re Ausbreitung einer Pilzkolonie entspricht am ehesten dem natu¨rlichenWachs-
tum von Aspergillus niger. Dem entsprechend erfolgte die prima¨re Charakterisierung
der verschiedenen Sta¨mme auf Grundlage dieser Wuchsform, woraus sich fu¨r die Quan-
tifizierung der Sporulation drei Probleme ergaben. Zum einen ist das radia¨re Wachstum
heterogen, das heißt, dass sich verschiedene Bereiche der Kolonie in unterschiedlichen
Entwicklungsphasen befinden. Dies wird besonders bei dem Vergleich des weißlichen
Randbereichs mit der Mitte der Kolonie deutlich. Es wa¨re daher ein systematischer
Fehler, einen kleinen Teil der Kolonie auszuwa¨hlen und anhand dessen Analyse, auf
die Sporulation der gesamten Kolonie zu schließen. Daher wurde fu¨r die Quantifizie-
rung jeweils die gesamte Kolonie ausgeschnitten und in 5 ml bidestilliertem Wasser
u¨berfu¨hrt. Die Quantifizierung der Sporenzahl erfolgt nach gru¨ndlichem Vortexen mit-
tels Thoma-Za¨hlkammer. Die Einheit zu diesem Zeitpunkt, nach Beru¨cksichtigung aller
Umrechnungsfaktoren, ist Sporen/Kolonie.
Aus dieser Einheit ergibt sich das zweite Problem, da der Term
”
Kolonie“ nicht aus-
reichend definiert ist. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, musste eine einheitliche,
definierte Basis verwendet werden. Hierfu¨r bietet sich das Fla¨chenmaß:
”
cm2“ an. Bei
jeder Probenentnahme wurde daher aus dem Koloniedurchmesser die Fla¨che der jewei-
ligen Kolonie ermittelt und die Sporulation im Anschluss in Sporen/cm2 angegeben.
Das dritte Problem war nicht so offensichtlich erkennbar wie die ersten beiden. Es ergab
sich aus der zeitlichen Betrachtung der Sporulation und wurde erst unter Beru¨cksichti-
gung nicht nur absoluter, sondern auch tempora¨rer Sporulationsvera¨nderungen sicht-
bar. Um diesem Problem Rechnung zu tragen, wurde die Sporulation zu unterschied-
lichen Zeitpunkten quantifiziert.
Bestimmung der Sporulation von synchronisiertem Myzel.
Synchronisiertes Myzel bietet den Vorteil, dass sich alle Bereiche einer Kolonie im
gleichen Entwicklungsstadium befinden. Dies ist fu¨r viele Versuche essentiell, z.B. der
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Untersuchung der entwicklungsabha¨ngigen Expression von Proteinen. Fu¨r die Bestim-
mung der Sporulation bietet die homogene, synchrone Entwicklung des Pilzes den Vor-
teil, dass alle Bereiche eine identische Sporenzahl aufweisen. Die Analyse eines ver-
gleichsweise kleinen Bereich ermo¨glicht daher eine repra¨sentative Aussage u¨ber die Ge-
samtsporenzahl der Probe. Fu¨r die Bestimmung wurde mit einem scharfen Stecheisen
von 5 mm Durchmesser eine Probe aus dem Myzel entnommen und in 1250 ml filtrier-
ten, bidestilliertem Wasser u¨berfu¨hrt. Die entstandene Sporensuspensionen wurden im
Anschluss mittels FACS-Analyse quantifiziert. Nach Beru¨cksichtigung der verwendeten
Fla¨che und Verdu¨nnung erfolgte die Angabe in Sporen/cm2.
2.3.2 Quantifizierung der Keimungsrate
Zur Bestimmung der Keimungsrate wurden frisch geerntete Sporen von vier bzw. sechs
Tage alten Kulturen auf Minimal-Medium ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei
37◦C fu¨r sechs bzw. acht Stunden. Von den Proben wurden zufa¨llige Mikroskopaufnah-
men bei 40- und 100-facher Vergro¨ßerung angefertigt. Die Auswertung der Aufnahmen
erfolgte mit Hilfe der Cell Counter Funktion von ImageJ. (ImageJ: Plugins - Analyze
- Cell Counter; Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Dabei wurden
alle Sporen, die vollsta¨ndig in der Aufnahme erfasst waren und bei denen eine Kei-
mung erkennbar war, als gekeimt geza¨hlt. Alle Sporen die vollsta¨ndig im Bild erfasst
wurden und eindeutig nicht gekeimt waren, wurden als nicht gekeimt geza¨hlt. Teilwei-
se erfasste Sporen, Sporen bei denen eine Keimung nicht eindeutige erkennbar war,
sowie Agglomerate, bei denen Sporen vollsta¨ndig von anderen Sporen umschlossen wa-
ren und bei denen die inneren Sporen keine Mo¨glichkeit zur Keimung hatten, wurden
vernachla¨ssigt.
2.3.3 Quantifizierung der Hyphenwachstumsgeschwindigkeit
Die Bestimmung der Wachstumsrate erfolgte mit radia¨r wachsenden Kolonien. Fu¨r
den Versuch wurde auf festem Minimal-Medium mittig ein Sporentropfen aufgebracht.
Durch dessen Mittelpunkt wurden mehrere Linien gezogen, entlang derer das Wachs-
tum bestimmt wurde. Nach fru¨hestens 24 h bzw. nach eindeutiger Auspra¨gung ei-
ner Wachstumsfront, wurde diese als Nulllinie markiert. Das Wachstum wurde fu¨r die
na¨chsten fu¨nf Tage fortlaufend alle 24 h dokumentiert, sodass der Auswertung jeder
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Messung mindestens 10 Messwerte zugrunde liegen.
2.3.4 Der Sporenaggregations-Assay
Die Fla¨che von sich in Flu¨ssigkultur zusammenlagernden Sporen wurde mit Hilfe des
Sporenaggegations-Assays bestimmt. Fu¨r die Analyse wurden 50 ml Minimalmedium
auf pH 2,0 bzw. 3,5 eingestellt und mit 2x106 Sporen pro ml beimpft. Die Sporen
wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn fu¨r 1 min mit Ultraschall behandelt, um be-
reits existierende Zusammenlagerungen aufzulo¨sen. Die Inkubation erfolgte in 250 ml
Erlenmeyer Kolben bei 80 UpM und 37◦C. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde
mit abgeschnittenen 1000 µl Spitzen Proben aus den Schu¨ttelkulturen entnommen.
Fu¨r die Analyse wurden einige µl davon auf Objekttra¨ger u¨bertragen und bei 40x Ver-
gro¨ßerung 15-20 Zufallsaufnahmen je Probe angefertigt. Aus den Bildern ergaben sich
bei starker Aggregation 110-150, bei schwacher Aggregation 350-600 Messpunkte (Zu-
sammenlagerungen bzw. einzelne Sporen. Fu¨r die Analyse der Aufnahmen wurde das
Programm ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) verwendet.
Die Aufnahmen wurden dabei in binary 8-Bit Bilder konvertiert und die verschiede-
nen Partikelgro¨ßen mit der Particle Analysing Function von ImageJ bestimmt. Um das
Hintergrundrauschen der Messungen zu reduzieren, wurden nur Partikel beachtet, die
mindestens eine halbe Sporengro¨ße aufwiesen. Als Ergebnis gibt ImageJ eine Tabelle
mit fortlaufenden Partikelnummern und den dazugeho¨rigen Fla¨chen, sowie ein Bild mit
den umrandeten Partikeln und der entsprechenden Partikelnummer aus (Abb. 2.1). Al-
le Bilder wurden abschließend nochmals manuell u¨berpru¨ft und Messwerte, die nicht
auf Sporen beruhten, entfernt. .
Abb. 2.1: Analyse der Sporenagglomeration mit Hilfe von ImageJ. Alle Bilder
wurden fu¨r die automatische Quantifizierung zu 8 Bit Schwarz-Weiß Bilder umgewandelt
(B). Anschließend erfolgte die Quantifizierung aller zusammenha¨ngender Fla¨chen. Als
Ergebnis wurde zum einen eine Tabelle mit einer numerischen Auflistung aller Fla¨chen und
den dazugeho¨rigen Fla¨cheninhalt (C), sowie ein dazugeho¨riges U¨bersichtsbild ausgegeben
(D). Mit diesen Daten war eine nachtra¨gliche Zuordnung jedes Messwerts zu einem
bestimmten Partikel mo¨glich.
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2.3.5 Quantifizierung der Sporenaggregation mit einer
Partikelmesssonde
Bei der LasenTec Sonde handelt es sich um eine optisch arbeitende Sonde zur Quan-
tifizierung der Gro¨ße von Partikeln. Der Messkopf der la¨nglichen Sonde befindet sich
am a¨ußersten Ende des Stabes und ist durch eine Glasscheibe leicht erkennbar. Das
Messverfahren der Sonde beruht auf der Aussendung eines Laserstrahls u¨ber einen ro-
tierenden Spiegel und der anschließenden Detektion der durch Partikel verursachten
Reflexionen.
Da die Sonde eine gewisse Gro¨ße besitzt, wurde der Versuch in 2,2 l Ru¨hrreaktoren
durchgefu¨hrt. Zur Vermeidung von Messfehlern durch Schwebstoffe im verwendeten
Minimal-Medium wurde vor jedem Versuch das Medium 24 h zirkulierend durch einen
Sterilfilter gepumpt, bis darin keinerlei Partikel mehr messbar waren. Die Sporenern-
te erfolgte unmittelbar vor dem Versuch. Die Sporen wurden dabei zum einen durch
Filtration durch
”
Chesse Cloth“ von Myzelresten getrennt, zum anderen wurden sie
durch eine einminu¨tige Ultraschall Behandlung vereinzelt. Alle diese Reinigungs- und
Separierungsschritte mußten vor Versuchsbeginn durchgefu¨hrt werden, da die Sonde
nicht zwischen Sporen und sonstigen Schwebstoffen unterscheiden kann.
Der Reaktor wurde fu¨r den Versuch nach Einstellung des pH-Werts mit 107 Sporen
pro ml beimpft. Die Messung startete unmittelbar vor Zugabe der Sporen, wobei die
ersten Minuten nicht auswertbar waren, da die inhomogene Verteilung zu sehr großen
Messschwankungen fu¨hrte. Die Ru¨hrgeschwindigkeit des Reaktors betrug 80 UpM, der
pH-Wert wurde permanent kontrolliert und konstant gehalten. Die Daten jeder Mes-
sung wurden exportiert und mit einem Tabellenkalkulationsprogramm ausgewertet.
2.3.6 Bena¨ssbarkeits- und Hydrophobizita¨ts-Assay
Der Hydrophobizita¨tstest dient zur Quantifizierung der hydrophoben Eigenschaften
von Sporen. Fu¨r die Untersuchung wurde eine modifizierte Version des Zwei-Phasen-
Separations-Test von Rosenberg et al. (1980) verwendet. Hierfu¨r wurden Sporen von
vier Tage alten Kulturen mit einer 0,9%igen NaCl Lo¨sung frisch geerntet, filtriert und
mit bidestilliertemWasser gewaschen. Anschließend wurde 1,5 ml Sporensuspension aus
107 Sporen pro ml in bidestilliertem Wasser mit 500 µl Hexadekan u¨berschichtet und
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die Proben zwei Minuten gevortext. Nach 10 Minuten trennten sich die wa¨ssrige und
die organische Phasen wieder, sodass die wa¨ssrige Phase in Ku¨vetten u¨berfu¨hrt werden
konnte. Die Messung der optischen Dichte der Proben erfolgte bei einer Wellenla¨nge
von 400 nm. Als Referenz dienten identisch behandelte Sporensuspensionen, zu denen
kein Hexadekan gegeben wurde.
Fu¨r den Vergleich der Bena¨ssbarkeit der einzelnen Sta¨mme wurde ein 50 µl Wasser-
tropfen auf eine vollsta¨ndig sporulierte, vier Tage alte Kultur gegeben. Der Tropfen
wurden fotografiert und ihr Ho¨he zu Breite Verha¨ltnis ermittelt.
2.4 Beeinflussung der Mophologie
2.4.1 Synchronisation der Pilzmyzel Entwicklung
Ein Großteil der Versuche hatte das Ziel, die Aufgaben und Funktionen von MAKB in
den verschiedenen Entwicklungsstufen aufzukla¨ren. Die Synchronisation der Entwick-
lung von Pilzmyzels ist dabei von grundlegender Bedeutung. Diese Notwenigkeit wird
deutlich, wenn man sich vor Augen fu¨hrt, dass Sporen unterschiedliche Zeitspannen bis
zum Auskeimen beno¨tigen. Des Weiteren ko¨nnen bereits gekeimte Sporen andere, in der
Umgebung befindliche Sporen am Keimen hindern, um sich selbst einen Wachstums-
vorteil zu verschaffen. Durch diese Einflu¨sse entwickelt sich ein Pilzmyzel von Anfang
an sehr inhomogen (s.Abb. 2.2 B), was eine Untersuchung der Expression und Phos-
phorylierung der Kinase zu bestimmten Zeitpunkten und somit die Aufkla¨rung einer
mo¨glichen Funktion unmo¨glich macht.
Stine und Clark (1967) sowie Siegel et al. (1968) beobachteten, dass filamento¨se Pilze
submers in Flu¨ssigkultur keimen und ein aufwa¨rts gerichtetes Hyphenwachstum aufwei-
sen, dabei aber nicht differenzieren. Die Differenzierung erfolgt erst nach Erreichen der
Oberfla¨che und sta¨ndigem Sauerstoffkontakt. Diese Beobachtung kann zur Synchro-
nisierung von Kulturen verwendet werden. Nach einer Vero¨ffentlichung von Axelrod
et al.(1973) ist es fu¨r eine Synchronisation von A. nidulans ideal, die Sporen zuerst
fu¨r 20h in Flu¨ssigkultur keimen und wachsen zu lassen, das Myzel im Anschluss ab-
zufiltrieren und auf mit Medium getra¨nkte Membranen auszuplattieren. Dabei wurde
bereits vier Stunden nach dem Umsetzten eine homogene Konidiophorbildung in al-
len Plattenbereichen beobachtet. Eine Verla¨ngerung der submersen Inkubation hat,
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solange die Hyphen die Medium-Oberfla¨che nicht erreichen, keinen Einfluss auf die
spa¨tere Konidophorbildung, eine Verku¨rzung der submersen Kultivierung hat dagegen
eine asynchrone Entwicklung des Myzels nach dem Umbetten zur Folge.
Die von Axelrot et al. beschriebene Methode erwies sich als nicht durchfu¨hrbar, da
es unmo¨glich war, in Flu¨ssigkultur entwickeltes Myzel homogen auf feste Oberfla¨chen
auszubringen (s.Abb. 2.2 C). Eine Folge dieser Inhomogenita¨t ist die Ausbildung von
Bereichen hoher und niedriger Myzelkonzentration, die sich in ihrer weiteren Entwick-
lung voneinander unterschieden. Als Lo¨sung erwies sich eine Abwandlung der von Axel-
rod et al. beschriebenen Methode. Sie basiert auf dem U¨berschichten von Festmedium
mit Flu¨ssigmedium und Sporen, sodass sich nach dem Keimen der Sporen zuerst sub-
merse, nicht differenzierte Hyphen bilden. Die Induktion der Differenzierung erfolgte
durch das Absaugen des bedeckenden Flu¨ssigmediums. Durch diese Modifizierung wur-
de das problematische Umschichten vermieden und das Myzel entwickelte sich absolut
synchron (Abb. 2.2 A, D).
Abb. 2.2: Auswirkungen verschiedener Ausplattierungsverfahren auf die
Myzelentwicklung und Sporulation von filamento¨sen Pilzen. In A. niger wird eine
synchrone Entwicklung durch submerse Inkubation der Sporen auf festem Medium erreicht
(A, I) Nach Keimung wachsen die Hyphen Richtung Mediumoberfla¨che (A, II). Die
Induktion der Differenzierung erfolgt durch Absaugen des Flu¨ssigmediums nach 13 Stunden
(A, III). Der Vergleich der Myzeldifferenzierung unterschiedlich beimpfter Kulturen. A:
Sporen wurden mit Glasperlen ausplattiert, B: synchronisiertes Myzel nach Axelrod et al..
C: synchronisiertes Myzel nach submerser Inkubation wie in A beschrieben.
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2.4.2 Biofilmbildung
Bei der Biofilmbildung handelt es sich um einen zweistufigen Prozess. Fu¨r dessen Ana-
lyse wurden 15 ml flu¨ssiges Minimal-Medium in Petrischalen aus Polystyrol gegeben
und mit 106 Sporen pro ml beimpft. Die Kulturen wurden anschließend fu¨r eine de-
finierte Zeitspanne bewegungslos bei 37◦C inkubiert, sodass sich die Sporen auf dem
Boden absetzen, sich an ihm anheften und ggf. auch keimen konnten. Im Anschluss an
diese ruhende Inkubation wurden die Platten auf einen sich in der horizontalen Ebene
bewegenden Schu¨ttler u¨berfu¨hrt und bei definierten Geschwindigkeiten weiterhin bei
37◦C geschu¨ttelt. Durch die Bewegung des Mediums wurden schwach gebundene Spo-
ren abgewaschen und bewegten sich frei im Medium. Dagegen blieben fest adha¨rierte
Sporen am Boden haften. Abgelo¨ste Sporen verblieben im Medium um zu untersuchen,
ob frei schwimmende Keimlinge oder junge Hyphen die Auswirkungen der losgelo¨sten
Sporen wa¨hrend der Biofilmbildung kompensieren ko¨nnen. Durch die Schwenkbewe-
gung wurden die Hyphen der adha¨rierten Sporen immer wieder an den Boden der
Platte gedru¨ckt, sodass sich mit der Zeit ein Biofilm entwickeln konnte. Gleichzeitig
wurde durch die permanente U¨berspu¨lung des Myzels die Differenzierung und somit
die Konidienbildung unterdru¨ckt.
Fu¨r eine quantitative Auswertung der Sporenanheftung wurden Aufnahmen vom Boden
der Petrischalen mit gut und schlecht haftenden Sporen angefertigt und die prozentuale
Fla¨chenbedeckung des Bodens mit Hilfe der Partikel Analyse Funktion der ImageJ
Software (Wayne Rasband, National Institutesof Health, USA) ermittelt (Kap. 2.3.4).




Mikroskopiert wurden Sporen, Keimlinge, Myzel und Konidiophore sowohl von Fest- als
auch aus Flu¨ssigmedium. Als Standardmedium wurde dabei immer Minimal-Medium
verwendet. Fu¨r die Mikroskopie von Proben aus Flu¨ssigmedium wurden diese auf Ob-
jekttra¨ger u¨bertragen, mit einem Deckglas bedeckt und, bei Myzelproben, ggf. ge-
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quetscht. Bei Proben von Festmedium wurde ein Agarblock aus dem Medium geschnit-
ten, auf den Objekttra¨ger gelegt und mit einem Deckglas bedeckt. Wenn notwendig,
wurde vor dem Bedecken Wasser auf die Probe pipettiert, sodass sich wa¨hrend dem
Mikroskopieren immer ein Wasserfilm um diese herum befand.
Mikroskopie
Fu¨r die Mikroskopie wurde ein Zeiss Axiophot 2 Mikroskop sowie Objektive mit 5,
40-, 63- und 100-facher Vergro¨ßerung verwendet. Als Lichtquelle fu¨r die Normaski-
Mikroskopie wurde eine Halogen-, fu¨r die Fluoreszenz-Mikroskopie eine Quecksilber-
Kurzbogenlampe eingesetzt. Bilder wurden mit einer PCO Pixelfly Kamera aufgenom-
men, die von einer in der Arbeitsgruppe Schnabel entwickelten Software gesteuert wur-
de. Die Software wurde von Christian Hennig an die jeweiligen Erfordernisse angepasst.
Die schwarz-weißen Fluoreszenzbilder wurden nach der Aufnahme mit Hilfe der ImageJ-
Softwear entsprechend ihrer natu¨rlichen Farbgebung eingefa¨rbt.
2.5.2 Rasterelektronenmikroskopie
Die Dokumentation morphologischer A¨nderungen erfolgte mit Hilfe von Rasterelektro-
nenmikroskopaufnahmen (Maerker et al. 2005). Als Proben wurden Sporen und kleine
Myzelfragmente von sechs Tage alte Kolonien mit einem Wattesta¨bchen auf die Klebe-
schicht von Pins u¨bertragen. Anschließend wurden die Proben in einem Vakuum mit
Goldpartikeln u¨berzogen und fu¨r die Analyse in das Elektronenmikroskop verbracht.
2.5.3 Herstellung von Pellet- und Biofilmschnitten
Fu¨r die Dokumentation der Pelletstruktur wurden Querschnitte aus fixierten Pellets
nach Lin et al. (2010) angefertigt. Fu¨r die Untersuchungen wurden Pellets aus flu¨ssigem
Medium von Schu¨ttelkulturen direkt in Einbettmedium (NEG-50) u¨berfu¨hrt. Die Pro-
ben wurden fu¨r mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur in dem viskosen Einbett-
medium inkubiert, sodass das flu¨ssige Minimal-Medium der Kultivierung vollsta¨ndig
ersetzt wurde. Anschließend wurden die Pellets einzeln in kleine Vertiefungen u¨berfu¨hrt,
diese mit NEG-50 aufgefu¨llt und bei -20◦C eingefroren. Nachdem das Einbettmedium
sich vollsta¨ndig verfestigt hat, wurde der resultierende Block mit einem Gefriermikro-
tom in 80 µm du¨nne Scheiben geschnitten. Die entstandenen Pelletquerschnitte wurden
mikroskopisch dokumentiert.
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Das Fixieren von Myzel erwies sich bei der Anfertigung von Querschnitten von Bio-
filmen als ungeeignete Methode. Zum einen kam es zu erheblichen Stauchungen und
Verformungen bei der Vorbereitung des Biofilm-Myzels, zum anderen sollte auch die
Lebensfa¨higkeit der unterschiedlichen Bereiche der Biofilme durch GFP-Expression
u¨berpru¨ft werden, wofu¨r ein Einfrieren des Myzels nicht in Frage kam. Biofilm Quer-
schnitte wurden daher direkt in der Inkubationsschale unter Medium durch tangentia-
le Schnitte mit einem Skalpell angefertigt. Die Querschnitte wurden auf Objekttra¨ger
u¨berfu¨hrt und Bereiche mit verwendbarer Schichtdicke und intakter Struktur mikro-
skopisch analysiert.
2.6 DNA-Isolierung
2.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte aus u¨ber Nacht Flu¨ssigkulturen.
Diese wurden zuvor mit jeweils einer E. coli Kolonie von Festmedium in 5 ml LB-
Medium mit Ampicillin angeimpft und bei 37◦C geschu¨ttelt. 1,5 ml der Kultur wurden
in Reaktionsgfa¨ße u¨berfu¨hrt, die Bakterien fu¨r 30 Sekunden abzentrifugiert und der
U¨berstand verworfen. Die Bakterien wurden in 100 µl Lo¨sung I (Kap. 2.2.2) resus-
pendiert und fu¨nf Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 200 µl Lo¨sung II
zugegeben, der Ansatz vorsichtig durchmischt und die Proben erneut kurz auf Eis in-
kubiert bevor 150 µl Lo¨sung III zugegeben wurden. Nach erneutem Vermischen und
inkubieren auf Eis wurden die Proben zum Abtrennen der Zelltru¨mer bei 16.000 UpM
und 14◦C fu¨r 15 Minuten zentrifugiert. Der U¨berstand wurde in ein neues Reaktions-
gefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit 1 ml 100% Ethanol u¨berschichtet. Nach kurzem Vermischen
wurde die ausfallende DNA bei 13.000 UpM fu¨r 15 Minuten pelletiert, der U¨berstand
verworfen, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und nach einminu¨tiger Trocknung
im 80◦C Ofen in 50 µl TE mit RNAse resuspendeiert. Plasmid DNA wurde bei -20◦C
gelagert.
2.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Saccharomyces cerevisiae
Alle Kolonien einer Hefetransformation wurden mit sterilem Wasser abgewaschen, die
Zellen in ein Schraubdeckel-Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, zentrifugiert und der U¨berstand
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verworfen. Fu¨r den Zellaufschluss wurden die Zellen in 300 µl Lo¨sung I (siehe 2.2.2)
resuspendiert, Glaskugeln (Durchmesser ca. 0,5 mm) hinzugefu¨gt und fu¨r 3x 10 Sekun-
den bei einer Beschleunigung von 6,5 m/s2 in einem
”
Bead Beater“ aufgeschlossen. Im
Anschluss wurden zuerst 600 µl Lo¨sung II zugegeben, kurz geschwenkt und dann 450
µl Lo¨sung III zugegeben. Nach nochmaligem kurzen Schwenken wurden die Proben fu¨r
15 Minuten bei 13.000 UpM zentrifugiert und der U¨berstand auf 1 bis 2 neue Reakti-
onsgefa¨ße verteilt. Die Plasmide wurden mit 2 Volumen 100% Ethanol gefa¨llt, 5 min
pelletiert und mit 70% Ethanol gewaschen. Nach der Trocknung wurde das Pellet in
100 µl sterilem Wasser gelo¨st. Die Isolierung der Kassette aus dem Plasmid erfolgte
anschließend durch PCR mit den a¨ußeren Primern, die auch fu¨r die Amplifizierung der
flankierenden Fragmente verwendet wurden (siehe 2.8.1).
2.6.3 Isolierung von genomischer DNA aus Aspergillus niger
Die Isolierung von genomischer DNA aus A. niger erfolgte aus Pellets von ein bis
zwei Tage alten Flu¨ssigkulturen. Das Myzel wurde nach der Kultivierung durch Va-
kuumfiltration vom Medium getrennt, mit destilliertem Wasser gewaschen, in Stick-
stoff eingefroren und durch Mo¨rsern aufgeschlossen. Im Anschluss wurde das gefrorene
Myzelpulver in Schraubdeckel-Reaktionsgefa¨ße u¨berfu¨hrt, Glasbeats und 750 µl Ly-
sispuffer zugegeben, nochmals bei fu¨r 3x 30 Sekunden bei einer Beschleunigung von
6,5 m/s2 im
”
Bead Beater“ aufgeschlossen und eine Stunde bei 65◦C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden 700 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben,
der Ansatz gevortext und 10 Minuten bei 13.000 UpM zentrifugiert. 600 µl der oberen
wa¨ssrigen Phase wurden in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit 700 µl SEVAG
das restliche Phenol herausgewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren fu¨r fu¨nf Minuten
wurden 500-550 µl der oberen Phase in ein frisches Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und die
DNA mit 20 µl 3 M Natriumacetat und 1 Volumen Isopropanol pra¨zipitiert. Zum Pelle-
tieren der DNA wurden die Proben fu¨nf Minuten zentrifugiert. Der U¨berstand wurde
verworfen, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 100 µl
TE mit RNAse aufgenommen. Eventuelle Unreinheiten wurden durch weitere Wasch-
bzw. Zentrifugationsschritte entfernt. Die genomische DNA wurde bei 4◦C gelagert.
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2.7 DNA-Transformation
2.7.1 DNA-Transformation in Escherichia coli
Zur Vervielfa¨ltigung aber auch zur Aufreinigung von Plasmiden nach Ligationen wur-
den diese in E. coli Zellen transformiert. 2 µl Ligationsansatz oder 1 µl reines Plasmid
wurden fu¨r die Transformation zu 50 µl elektrokompetenten E. coli Zellen gegeben.
Der gesamte Ansatz wurde vorsichtig in eine 2 mm Ku¨vette pipettiert und mit einer
Spannung 2,3 kV, einem Widerstand von 200 Ohm und einer Feldsta¨rke von 25 µF
elektroporiert. Sofort nach der Elektroporation wurde 1 ml LB-Medium zu den Zellen
gegeben, diese mit dem Medium zusammen in ein Glasro¨hrchen u¨berfu¨hrt und fu¨r eine
Stunde bei 37◦C geschu¨ttelt. Anschließend wurden 100 µl bzw. 900 µl auf LB Agarplat-
ten mit Ampicillin ausplattiert und bei 37◦C inkubiert. Entstandene Kolonien wurden
in flu¨ssigem LB Medium mit Ampicillin inkubiert und die Plasmide extrahiert (Kap.
2.6.1).
2.7.2 DNA-Transformation in Saccharomyces cerevisiae
Die Transformation von S. cerevisiae wurde in dieser Arbeit ausschließlich zur Zusam-
mensetzung von einzelnen DNA-Fragmenten durch die rekombinante Hefeklonierung
verwendet. Als erstes wurden hierfu¨r u¨ber Nacht Vorkulturen aus 5 ml YPD Medi-
um und S. cerevisiae FY834 Zellen angeimpft. Am Folgetag wurde eine 50 ml YPD-
Flu¨ssigmedium Hauptkultur mit 1 ml der Vorkultur beimpft. Die Start OD wurde
bei 600 nm gemessen und die Kultur bei 37◦C geschu¨ttelt bis sich die OD vervier-
facht hatte. Die Zellen wurden 5 min bei 2000 UpM abzentrifugiert, das Pellet in 25
ml sterilem Wasser resuspendiert, erneut abzentrifugiert und in 1 ml 100 mM LiO-
Ac resuspendiert. Das Gemisch wurde nun in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt,
erneut abzentrifugiert, der U¨berstand verworfen und die Zellen in 400 µl LiOAc re-
suspendiert. Fu¨r jede Transformation wurden 50 µl der Zellen in ein Reaktionsgefa¨ß
vorgelegt, erneut abzentrifugiert und der U¨berstand verworfen. Anschließend wurde ein
Transformationsmix bestehend aus 240 µl 50% PEG 3350 (w/v), 36 µl 1 M LiOAc,
50 µl
”
Carrier“-DNA sowie Wasser (34 µl minus dem Volumen aller DNA-Fragmente)
zugegeben. Als letztes wurde dem Transformationsansatz ein Gemisch der einzelnen
DNA-Fragmente, inklusive des linearisierten Hefevektors pRS426, zugefu¨gt. Das Reak-
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tionsgefa¨ß wurde gevortext bis sich das Pellet vollsta¨ndig gelo¨st hatte und fu¨r 30 min
bei 30◦C inkubiert, gefolgt von einer Inkubation von 30 min bei 42◦C. Bevor die Zellen
ausplattiert wurden, wurden sie abzentrifugiert, der U¨berstand verworfen und die Zel-
len mit sterilem Wasser gewaschen. Nach erneutem Pelletieren wurde der U¨berstand
bis auf 100-200 µl eingeengt, die Zellen vorsichtig resuspendiert und auf SC-ura Platten
ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 30◦C, wobei sich nach zwei bis drei Tagen gut
sichtbare Kolonien bildeten.
2.7.3 DNA-Transformation in Aspergillus niger
Lineare und zirkula¨re DNA-Fragmente wurden durch Protoplastentransformation in A.
niger eingebracht (Punt und van den Hondel 1992). Fu¨r die Transformation wurde My-
zel aus 24 bis 48 Stunden alten Flu¨ssigkulturen u¨ber Bu¨chnertrichter vakuumfiltriert
und mit SMC-Puffer (Kap. 2.2.2) gewaschen, sodass das Kulturmedium vollsta¨ndig
entfernt wurde. Das Myzel wurde in ein 50 ml Falkon mit 10 ml frisch angesetzten
Lysispuffer u¨berfu¨hrt und fu¨r ein bis zwei Stunden vorsichtig schwenkend bei 37◦C in-
kubiert. Der Lysispuffer entha¨lt zellwandabbauende Enzyme und fo¨rdert somit die Pro-
toplastenbildung. Diese wurde regelma¨ßig kontrolliert und die Inkubation ggf. weiter
fortgesetzt. Waren 20-30 Protoplasten im Mikroskopie-Sichtfeld bei 20x Vergro¨ßerung
vorhanden, wurde die Reaktion durch Zugabe von STC-Puffer und vorsichtigem, luft-
blasenfreien Auf und Abpipettieren mit einer Glaspipette abgestoppt. Die Protoplasten
wurden durch Filtration in ein neues Falkon vom verbleibenden Myzel abgetrennt und
10 Minuten bei 2000 UpM zentrifugiert. Der U¨berstand wurde verworfen, die Proto-
plasten in 1 ml STC-Puffer aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt.
Anschließend wurden die Zellen dreimal bei 4000 UpM in der Tischzentrifuge fu¨r fu¨nf
Minuten zentrifugiert, der U¨berstand verworfen und die Zellen in frischem STC-Puffer
durch Ru¨hren und Pipettieren mit einer abgeschnittenen Spitze resuspendiert. Nach
dem letzten Reinigungsschritt wurden die Zellen in 260 µl STC-Puffer aufgenommen.
200 µl der Protoplasten wurden mit 20 µl DNA und 50 µl PEG-Puffer versetzt, vor-
sichtig verru¨hrt und nochmals 1 ml PEG-Puffer zugegeben und verru¨hrt. Die restlichen
Protoplasten wurden, abgesehen von der DNA-Zugabe, identisch behandelt und dienten
als Kontaminationskontrolle. Alle Ansa¨tze inkubieren maximal fu¨nf Minuten bevor 2
ml STC-Puffer und 25 ml Top-Agar (maximal 45◦C) zugegeben wurden. Der Ansatz
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wurde sofort auf 4 leere Petrischalen verteilt und nach dem Erstarren mit Bottom-Agar
u¨berschichtet. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C fu¨r mehrere Tage, wobei Kolonien vor
dem Einsetzen der Sporulation in Schra¨gagarro¨hrchen vereinzelt wurden. Abschließend
fand eine Einzelsporisolation, sowie die Kontrolle der Transformanten durch PCR und
Southern Blot statt.
2.8 DNA-Modifizierung
2.8.1 DNA-Amplifizierung durch PCR
Fu¨r die Amplifizierung definierter DNA Fragmente wurde die Polymerase Ketten Reak-
tionen (PCR) mit spezifischen Primern (s. Tab. 2.10) durchgefu¨hrt (Saiki et al. 1988).
Dabei wurden zur Gewinnung mo¨glichst fehlerfreier Amplifikate das Phusion DNA Po-
lymerase Kit (NEB / Fermentas) und fu¨r Kontroll-PCRs das LA Taq Polymerase Kit
(TAKARA) verwendet.
Ein typischer PCR-Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:
1 µl DNA-Lo¨sung (10 - 100 ng)
je 2,5 µl Forward- und Reversprimer (10 mM)
1 µl dNTP (je 0,4 mM)
10 µl Reaktionspuffer (10x)
0,5 µl Polymerase
ad 50 µl bidestilliertes Wasser
Die Tabelle 2.11stellt die grundlegende Struktur eines PCR-Programms dar.
2.8.2 Agarosegelelektrophorese
Die DNA Auftrennung erfolgt nach Sambrook et al. (1989) durch Anlegen eines elek-
trischen Feldes an Agarosegelen (0,8% + 0,5 µg/mL Ethidiumbromid) in 1x TAE-
Puffer. Zur Probenbeladung wurden die Proben mit 10x DNA-Ladepuffer versetzt.
Dieser entha¨lt 30% Glycerol zum Beschweren der DNA sowie Bromphenolblau, Xylen-
cyanol oder OrangeG zur Verfolgung der Lauffront. Als Gro¨ßenstandard diente die 1
kb Leiter (Fermentas).
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Tab. 2.11: PCR-Bedingungen zur DNA-Amplifizierung
Schritt Dauer Temperatur Zyklen
erste Aufschmelzung 5 min 94 - 98◦C 1
Denaturierung 30 sek 94 - 98◦C
Primer Anlagerung 30 sek Primerabha¨ngig, zw. 55 und 70◦C 35
Elongation 1 min/kb 72◦C
Finale Elongation 5 min 72◦C 1
Reaktionsende - 4◦C 1
2.8.3 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden mit Hilfe eines geweblich erha¨ltlichen Kits
nach Herstellerangaben extrahiert (HiYield PCR clean up/Gel Extraktions Kit, SLG,
Gauting, Deutschland).
2.8.4 RT-PCR
RNA wurde aus Sporen, aus Myzel aus Flu¨ssigkultur und, eher ineffizient, aus Myzel
von Festmedium isoliert. Sporen wurden mit 0,9% NaCl Lo¨sung geerntet, sofort in ein
Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, abzentrifugiert, der U¨berstand verworfen und in flu¨ssigem
Stickstoff gefroren. Myzel aus Flu¨ssigkultur wurde vakuumfiltriert und Myzel von Fest-
medium mit einem Spatel abgeschabt, in Folie verpackt und ebenfalls in flu¨ssigem
Stickstoff eingefroren. Der Aufschluss erfolgte in flu¨ssigem Stickstoff durch Mo¨rsern,
das entstandene Pulver wurde in Aliquots zu je 100 mg aufgeteilt. Die RNA Isolierung
erfolgte nach einem Standardprotokoll (Sambrook und Russell 2001). Die Erststrang-
Synthese wurde mit dem Fermentas RevertAid H Minus cDNA Synthesis Kit nach
Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Die entstandene cDNA wurde ausschließlich zur qua-
litativen Kontrolle der Genexpression verwendet.
2.8.5 Restriktionsverdau
Restriktionsenzyme geho¨ren zur Gruppe der Endonukleasen, einer Untergruppe der
Nukleasen, die doppelstra¨ngige DNA sequenzabha¨ngig schneiden und dabei sowohl
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glatte als auch u¨berha¨ngende Enden erzeugen ko¨nnen. Fu¨r einen Verdau wurden je
nach Anforderung und Konzentration des Enzyms zwischen 5 (0,5 µl) und 100 Units
(10 µl) eingesetzt. Jeder Verdau inkubierte mindestens zwei Stunden bei 37◦C. Zum
Vermeiden von Rezirkularisierungen wurden beim Einfach- und
”
Blunt-End“-Verdauen
im Vorfeld der Ligation die 5’Phosphatreste durch alkalische Phosphatase entfernt
(0,1 U/µg DNA, 30 Minuten bei 37◦C). Die Phosphatase wurde abschließend durch
Inkubation bei 85◦C fu¨r 15 Minuten inaktiviert. Im Anschluss an Restriktionsverdaue
bzw. Dephosphorylierungen wurde die DNA durch Agarosegelelektrophorese gereinigt.
Im Folgenden ist ein typischer Restriktionsverdau dargestellt:
je 0,5 µl Restriktionsenzym
2 µl Reaktionspuffer (10x)
1-15 µl DNA (1 µg)
ad 20 µl bidestilliertes Wasser
2.8.6 Ligation
Die Ligation stellt im Wesentlichen die Umkehrung der Restriktion dar. Die T4-Ligase
katalysiert dabei die Bildung neuer Phosphodiesterbru¨cken zwischen dem 5‘-Phosphat-
und dem 3‘-OH-Enden zweier freier, doppelstra¨ngiger DNA-Enden. Im Gegensatz zur
Restriktion ist die Ligation ATP und Mg2+ abha¨ngig. Bei der Ligation lagert sich zuerst
die Ligase an ein freies Ende und verbindet im Anschluss dies mit einem passenden,
unbesetzten Gegenstu¨ck. Aus diesem Grund ist dies eine der wenigen Reaktionen, wo
eine zu hohe Menge an Enzym die Reaktion inhibieren kann. Ein Ligationsansatz be-
steht zumeist aus linearisiertem Vektor und dem Insert, idealerweise im Verha¨ltnis 1:4
bis 1:10 (Sambrook et al. 1989). Die Inkubationzeit betra¨gt mindestens 30 Minuten bei
37◦C, sie kann aber auch fu¨r zwei Stunden bei Raumtemperatur oder u¨ber Nacht bei
4◦C durchgefu¨hrt werden. Ein typischer Ansatz ist im folgenden dargestellt:




Die Herstellung von Ausschaltmutanten erfolgte durch Gene Replacement. Bei dieser
Methode wird das Zielgen durch einen Selektionsmarker mittels homologer Rekombi-
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1 µl linearer Vektor (10-20 ng)
5-10 µl Insert (40-200 ng)
2 µl Ligase Puffer (10x)
0,5 µl T4 DNA-Ligase
ad 20 µl bidestilliertes Wasser
nation ersetzt, wofu¨r eine Ausschaltkassette beno¨tigt wird. Diese wurde durch rekom-
binante Hefeklonierung (Yeast Recombinational Cloning, YRC) aus einzelnen DNA-
Fragmenten erstellt. Beide Methoden ko¨nnen dabei nicht nur fu¨r den Knock out von
Genen angewendet werden, sondern auch zur Herstellung von ku¨nstlichen Genkom-
binationen aus einzelnen Fragmenten in beliebiger Reihenfolge sowie deren homologe
oder heterologe Integration im Zielorganismus (Collopy et al. 2010).
Rekombinante Hefeklonierung
YRC beruht auf der Fa¨higkeit des Hefestamms FY834 sehr kurze, nur 30-40 bp lange,
homologe DNA-U¨berha¨nge zu erkennen und zusammenzufu¨gen (Ma et al. 1987, Colot
et al. 2006). Dadurch ist es mo¨glich, DNA-Fragmente, die mittels PCR mit speziellen
Primer erzeugt wurden, in eine gewu¨nschte Reihenfolge zu bringen. Die Primer besitzen
hierfu¨r nicht bindende 5’ U¨berha¨nge, die komplementa¨r zu dem Bereich des anschließen-
den Fragments sind (Abb. 2.3). Nach der Tranformation der einzelnen DNA-Fragmente
und des linearen Hefevektors pRS426 in die Hefe FY834 wurden diese durch homologe
Rekombination zu einem zirkula¨ren Plasmid zusammengebaut (Abb. 2.3 B). Nach der
Isolierung der Plasmid-DNA aus den positiven Transformanten konnte die zusammen-
gefu¨gte Kassette entweder durch PCR mit den a¨ußersten Primern, oder, falls in den
Primern vorgesehen, durch Restriktionsschnittstellen isoliert werden.
”
Gene Replacement“ in Aspergillus niger
”
Gene Replacement“ beruht, ebenso wie das YRC der Hefe, auf der Fa¨higkeit von
A. niger homologe Gensequenzen zu rekombinieren. Hierfu¨r beno¨tigt A. niger mit
ca. 1 kb La¨nge allerdings deutlich gro¨ßere homologe Bereiche als die Hefe. Durch die
Rekombination wird alles was sich im Genom zwischen den flankierenden Bereichen
befindet, durch die Gensequenz die sich auf der Austauschkassette befindet, ersetzt
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Abb. 2.3: Herstellung von Ausschaltkassette mittels homologer Rekombination
und
”
Gene Replacement“ A: Amplifizierung einzelner DNA Fragmente mit homologen
U¨berha¨ngen zu den entsprechenden Nachbarfragmenten. B: Zusammenbau der einzelnen
Fragmente zu einer durchgehenden Sequenz. C:
”
Gene Replacement“ durch homologe
Rekombination im Zielorganismus. D: Ergebnis der Gendeletion.
(Abb. 2.3 C, D). Da es bei dieser Methode auch zu heterologen Rekombinationen oder
partiellen Integrationen kommen kann, mu¨ssen die Transformanten abschließend durch
PCR und Southern Blot kontrolliert werden.
2.9 Biochemische Analysen
2.9.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird zum Auftrennen von denaturierten Prote-
inen entsprechend ihres Molekulargewichtes verwendet (Laemmli 1970). Die Proteine
wandern dabei entlang eines elektrischen Feldes durch das Polyacrylamid-Gel, das als
”
molekulares Sieb“ fungiert und dessen
”
Maschen“ durch die eingesetzte Acrylamid
Konzentration dem gesuchten Proteinen angepasst werden kann.
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Proteinextraktion und Probenvorbereitung
Proteinextrakte von A. niger wurden aus Schu¨ttelkulturen und aus Myzel von Fest-
medium gewonnen. Das Inokulum fu¨r Flu¨ssigkulturen bestand aus 107 Sporen pro ml.
Die Inkubation erfolgt in luftdurchla¨ssig verschlossenen 250 ml Kolben ohne Schika-
ne, gefu¨llt mit 50 ml Medium, geschu¨ttelt bei 80 UpM und 37◦C. Durch Vakuum-
filtration und dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurde das Myzel vom
Medium getrennt und sofort in flu¨ssigem Stickstoff eingefroren. Die Proteingewinnung
von Festkulturen erfolgte mit Hilfe synchronisierter Kulturen (Kap. 2.4.1). Bis zur 16-
Stunden-Probe wurden die Kulturen fu¨r die Ernte mit Flu¨ssigmedium u¨berschichtet,
anschließend mit einem Spatel abgeschabt, in ein Falkon u¨berfu¨hrt, abzentrifugiert,
der U¨berstand verworfen und das Myzel in flu¨ssigem Stickstoff eingefroren. Ab der
16-Stunden-Probe war das Myzel mechanisch direkt vom Medium ablo¨sbar. Es wur-
de ebenfalls in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80◦C
gelagert.
Der Aufschluss von Proben kleiner Volumina erfolgte mit Glasperlen und Protein-
extraktionspuffer (Kap. 2.2.2) im
”
Bead Beater“ in drei Zyklen a` 30 Sekunden mit
jeweils 15 Sekunden Unterbrechung und einer Beschleunigung von 6,5 m/s2 bei 4◦C.
Das Puffer-Probenverha¨ltnis betra¨gt 200-500 mg Probenmaterial je 1 ml Extraktions-
puffer. Proben großer Volumina wurden in flu¨ssigem Stickstoff gemo¨rsert, aliquotiert
und anschließend wie Proben kleiner Volumina behandelt. Nach dem Aufschluss im
Puffer wurden die Proben bei 4◦C und 13000 x g zentrifugiert, der U¨berstand in ein
neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, mit 5x Proteinladepuffer (Kap. 2.2.2) versetzt, fu¨r
5 Minuten bei 100◦C denaturiert und abschließend auf Eis wieder abgeku¨hlt. Die
denaturierten Proteinproben konnten nun direkt auf ein Gel aufgetragen oder fu¨r
spa¨tere Versuche bei -80◦C gelagert werden. Da Teile der Proben einen schwarzen,
vom Pilz sekretierten Farbstoff enthielten, eru¨brigte sich eine Proteinkonzentrations-
bestimmung nach Bradford. Eine Konzentrationsabscha¨tzung erfolgte stattdessen im
Anschluss an die Polyacrylamid-Gelelektrophorese durch einen Proteinbandenvergleich
nach der Coomassie-Fa¨rbung.
Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen
Fu¨r die Elektrophorese von Proteinen wurden SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet. Die-
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se bestehen aus einem Trenn- und einem daru¨ber geschichteten Sammelgel, mit den
Taschen fu¨r die Beladung des Gels. Die Gele wurden maximal drei Tage vor ihren Ein-
satz angefertigt, folgend ist die Zusammensetzung eines typischerweise verwendeten
Trenngeles mit 12% Acrylamid dargestellt:
5,6 ml Wasser
6,8 ml Acrylamid
4,25 ml Tris (1,5 M, pH 8,8)
170 µl SDS (10%)
36 µl EDTA (0,5 M, pH 8,0)
63 µl APS (10%)
25 µl TEMED
Nach dem Gießen der Gele wurden diese zum Vermeiden von Luftblasen mit Iso-
propanol u¨berschichtet und wurden mindestens 30 Minuten ausgeha¨rtet. Vor dem
U¨berschichten des Trenngels mit dem Sammelgel musste das Isopropanol, durch mehr-
maligem Spu¨len mit Wasser, vollsta¨ndig entfernt werden. Die Zusammensetzung des
Sammelgels war unabha¨ngig von der Konzentration des Trenngels immer identisch:
2,8 ml Wasser
640 µl Acrylamid
1 ml Tris (0,5 M, pH 6,8)
40 µl SDS (10%)
20 µl EDTA (0,5 M, pH 8,0)
25 µl APS (10%)
8 µl TEMED
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte in Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)
Laufkammern mit 1x Laupuffer bei 100 V fu¨r zwei bis drei Stunden. Es konnten ma-
ximal 30 µl je Tasche aufgetragen werden. Als Gro¨ßenstandard wurde die Prestained
Protein Ladder Plus (Fermentas) verwendet.
Coomassie-Fa¨rbung von Polyacrylamid-Gelen
Die Coomassie-Fa¨rbung diente zur Darstellung aller Proteine auf einen Gel. Sie ba-
siert auf dem anionische Farbstoff Coomassie Brilliant Blue. Die Gele wurden fu¨r die
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Fa¨rbung in die Fa¨rbelo¨sung gelegt, vorsichtig fu¨r wenige Sekunden in der Mikrowelle
erwa¨rmt, ohne die Lo¨sung zum Kochen zu bringen und anschließend fu¨r 30 Minuten
unter leichtem Schu¨tteln inkubiert. Danach wurde die Fa¨rbelo¨sung abgegossen und
das Gel mit Entfa¨rbelo¨sung inkubiert. Diese wurde mehrmals gewechselt, bis ein gutes
Kontrastverha¨ltnis zwischen Banden und Hintergrund erreicht war.
Western Blot
Beim Western Blot wurden die wa¨hrend der Elektrophorese aufgetrennten Proteine aus
dem Gel auf eine proteinbindende Membran (Hybond-P, GE Healthcare) u¨bertragen.
Hierzu musste die Membran zuna¨chst durch Methanol aktiviert und im Transferpuffer
(Kap. 2.2.2) a¨quilibriert werden. Der Transfer erfolgte bei 20-30 V u¨ber Nacht bei 4◦C
in einer Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad).
Immunologischer Nachweis von Proteinen
Bei der immunologischen Detektion von Proteinen lagern sich Antiko¨rper ausschließlich
an fu¨r sie spezifische Strukturen. Dadurch ist die Detektion einzelner Proteine in einem
Gemisch von Proteinen mo¨glich. Nach dem Blotten sind die Proteine auf der Membran
fu¨r die Antiko¨rper zuga¨nglich. Da es dabei auch zu unspezifischen Bindungen kom-
men kann, mu¨ssen entsprechende Bindungsstellen auf der Membran zuna¨chst durch
Inkubation in 5 - 10 ml Blockierungslo¨sung (Kap. 2.2.2) gesa¨ttigt werden. Die Inkuba-
tionszeiten aller Schritte sind antiko¨rperspezifisch und wurden nach Herstellerangaben
durchgefu¨hrt. Im Anschluss wurde der prima¨re Antiko¨rper zu der Blockierungslo¨sung
gegeben. Dieser ist fu¨r das gesuchte Protein spezifisch. Nach der Inkubation wurde der
Antiko¨rper abgegossen, die Membran mit Protein-Hybridisierungspuffer gewaschen und
der sekunda¨re Antiko¨rper in einer definierten Menge Hybridisierungspuffer zur Mem-
bran gegeben. Der sekunda¨re Antiko¨rper erkennt den prima¨ren und bindet an diesen.
An ihm selbst ist die Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelt, die nach Zugabe von
ECL-Lo¨sung chemoluminesziert. Die Emission wurde auf Ro¨ntgenfilmen nachgewiesen
und entsprach in Lage und Sta¨rke dem vom prima¨ren Antiko¨rper detektierten Protein.




Ausschaltmutanten wurden zusa¨tzlich zur PCR basierten Kontrolle der homologen In-
tegration auf heterolge Integrationen der Ausschaltkassette getestet. Dies geschah mit-
tels Southern Blot-Analyse in Anlehnung an ein von Sambrook et al. vero¨ffentlichte
Protokoll (Southern 1975, Sambrook et al. 1989). Fu¨r die Analyse wurde genomische
DNA (10-30 µg in 200 µl) mit Hilfe eines Restriktionsenzyms (6 µl) u¨ber Nacht bei
37◦C verdaut. Am folgenden Tag wurde der gesamte Ansatz zusa¨tzlich nochmals mit
3 µl Restriktionsenzym nachverdaut und das Ergebnis mit einem Testgel kontrolliert.
Der gesamte Ansatz wurde anschließend mit 20 µl 3 M NaOAC (pH 8,0) und 1 ml
Ethanol (100%) fu¨r 2 h bei -20◦C gefa¨llt. Im Anschluss an die Fa¨llung wurde die DNA
bei 16.000 UpM (15 min) pelletiert, der U¨berstand vorsichtig verworfen und die Probe
mit 70% Ethanol gewaschen. Nach kurzem Trocknen in der Vakuumzentrifuge wurde
die Probe in 30 µl H2O aufgenommen, zum vollsta¨ndigen Lo¨sen fu¨r 5 min auf 65
◦C
erhitzt, mit Ladepuffer (enthielt nur Bromphenolblau als Farbstoff) versetzt, auf ei-
nem 1,2%igem Agarosegel ohne Ethidiumbromid aufgetragen und u¨ber Nacht bei 20
V aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde das Gel im ca. 100 ml Laufpuffer mit
20 µl Ethidiumbromid 10 min gefa¨rbt, anschließend nochmals 5 min mit Laufpuffer
entfa¨rbt und ein UV-Kontrollbild mit Lineal angefertigt. Zur Vorbereitung des Blottes
wurde die aufgetrennte DNA mit 0,25 M HCl depuriniert, bis eine Gelb-Fa¨rbung der
Bromphenolblau-Bande erkennbar war. Anschließend wurde die DNA in 0,4 M NaOH
denaturiert, bis sich die gelbe Bande wieder blau fa¨rbte. Die U¨bertragung der DNA
auf eine Nylonmembran (Hybond XL, GE Healtcare) erfolgte mittels Kapillarblot u¨ber
Nacht. Vor der Hybridisierung der geblotteten DNA mit Hilfe von α-CTP markierten
Sonden wurde die Membran in 20 ml Hybridisierungslo¨sung (siehe 2.2.2) 2 h bei 65◦C
geblockt. Kurz vor Ablauf der 2 h wird die Sonde 10 min lang aufgekocht, kurz auf Eis
abgeku¨hlt, abzentrifugiert und nach Abschluss der Vorhybridisierung, zur Hybridisie-
rungslo¨sung gegeben. Die Inkubation erfolgte in einem Rolleninkubator u¨ber Nacht bei
65◦C. Nachdem die Sonde abgegossen wurde, wurde die Membran zuerst mit 2x SSPE
Puffer fu¨r 5 min und dann mit vorgewa¨rmten 1x SSPE Puffer fu¨r 15 min gewaschen.
Die Detektion der Signale erfolgte durch Ro¨ntgenfilme, die 2 bis 72 h auf die zwischen
Frischhaltefolie eingeschweißte Membran gelegt wurden.
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2.9.3 Analyse der Sukraseaktivita¨t
Die Sukraseaktivita¨t wurde von dem Stamm SKAn1015 bzw. seinen Abko¨mmlingen,
wie bereits beschrieben (Driouch et al. 2010), bestimmt. Die Analyse erfolgte in meh-
reren Schritten, die Quantifizierung basierte auf der Dianisidin-Farbreaktion, bei der
der anna¨hernd farblose Ausgangsstoff in ein rotbra¨unliches Oxidationsprodukt umge-
wandelt wird.
Die Bestimmung der Sukraseaktivita¨t erfolgte sowohl vom U¨berstand als auch biomas-
seassoziiert vom Myzel. Fu¨r die Analyse der biomasseassoziierten Aktivita¨t wurde die
Biomasse eines bestimmten Volumens der Versuchsprobe durch Vakuumfiltration vom
Medium getrennt und die Feuchtmasse bestimmt. 1/5 bis 1/10 der Feuchtmasse wurde
in flu¨ssigem Stickstoff gefroren, durch Mo¨rsern aufgeschlossen und in einem definierten
Volumen So¨rensenpuffer aufgenommen (Kap. 2.2.2). Das Volumen richtete sich dabei
nach der zu erwartenden Aktivita¨t und musste ggf. angepasst werden. Der Rest der
Biomasse wird zur Bestimmung der Biotrockenmasse verwendet.
Die Analyse der Enzymaktivita¨t im U¨berstand erfolgte direkt mit filtrierten Proben
aus dem Inkubationsmedium.
Fu¨r die Analyse wurden zu 20 µl Probe 200 µl Sukroselo¨sung (Kap. 2.2.2) gegeben und
fu¨r exakt 20 min bei 40◦C inkubiert. Wa¨hrend dieser Zeitspanne spaltet die Sukrase
der Probe die Sukrose in Glukose und Fruktose. Die Reaktion wurde durch 10 Minuten
Erhitzen auf 95◦C gestoppt, die Proben im Anschluss an das Abstoppen auf Eis geku¨hlt
und abzentrifugiert.
Als Blindwert diente zum einen ein identischer Ansatz mit 20 µl Wasser anstelle der
Probelo¨sung, zum anderen die denaturierte Probenlo¨sung selbst.
Die Wasserprobe wurde als Kontaminationskontrolle sowie zur Bestimmung des Eigen-
zerfalls der Sukrase verwendet, sodass dieser bei der Auswertung beru¨cksichtigt werden
konnte.
Die denaturierte Blindprobe diente zur Bestimmung der Eigenabsorption der Proben,
sowie zum Ausschluß mo¨glicher chemischer Verbindungen, die unabha¨ngig von der
Sukrase, die Sukrose spalten ko¨nnten und somit falsche Ergebnisse liefern wu¨rden. Fu¨r
die Denaturierung wurden 20 µl Probenvolumen in ein Reaktionsgefa¨ß vorgelegt, bei
95◦C denaturiert, auf Eis geku¨hlt, abzentrifugiert und ab diesem Schritt identisch wie
die eigentlichen Meßproben behandelt.
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Im Anschluss an die Spaltung der Sukrose wurde die entstandene Glukose quantifiziert.
Dafu¨r wurden jeweils 2 µl des ersten Ansatzes (Mehrfachbestimmung) in Reaktions-
gefa¨ße vorgelegt und 200 µl Glukosereagenz (Kap. 2.2.2) hinzugefu¨gt. Die darin befind-
liche Glukoseoxidase oxidierte dabei die Glukose und bildet Wasserstoffperoxid, das im
Anschluss zusammen mit der Peroxidase o-Dianisidin in eine bra¨unliche Substanz oxi-
dert. Da die Reaktion sich nicht stoppen la¨sst, wurde die Zugabe der Glukosereagenz zu
den Reaktionsgefa¨ße entweder zeitversetzt oder der gesamte Versuch in Mikrotiterplat-
ten mit Mehrkanalpipetten durchgefu¨hrt. Die Quantifizierung erfolgte im Anschluss
bei 450 nm.
Die Reaktionsgeschwindigkeit ha¨ngt im geringen Maße von der jeweils frisch angesetz-
ten Glukosereagenz ab. Daher sollte jedesmal ein Glukosestandard mitgefu¨hrt werden.
Ein linearer Verlauf der Eichgeraden zeigte sich dabei bei Konzentrationen zwischen
2,5 und 50 mM Glukose.
2.9.4 Analyse der Glucoamylaseaktivita¨t
Die Glucoamylaseaktivita¨t wurde von den Sta¨mmen AB1.13 und SKAn1015 sowie de-
ren Abko¨mmlingen bestimmt. Die eigentliche Aufgabe von Amylasen besteht in der
Spaltung von Mehrfach- zu Einfachzucker. Aus diesem Grund sind Glucoamylasen
auch in der Lage, die p-Nitrophenyl-Gruppe von p-Nitrophenyl-β-D-glucuronide (pN-
PG) abzuspalten. Die dadurch freiwerdende Phenyl-Gruppe wird durch Zugabe von
Natriumborat zum gelben p-Nitrophenol umgewandelt (Withers et al. 1998).
Die Bestimmung der Enzymaktivita¨t erfolgte sowohl vom U¨berstand als auch von der
Biomasse.
Fu¨r die Analyse der biomasseassoziierten Aktivita¨t wurde die Biomasse eines bestimm-
ten Volumens der Versuchsprobe durch Vakuumfiltration von Medium getrennt und
die Feuchtmasse bestimmt. 1/5 bis 1/10 der Feuchtmasse wurde in 10 ml Acetatpuf-
fer (Kap. 2.2.2) aufgenommen und durch 10 Minuten Mo¨rsern in einer Mo¨rsermu¨hle
aufgeschlossen. Der Rest der Biomasse wird zur Bestimmung der Biotrockenmasse ver-
wendet. Im Anschluss an den Aufschluss wurde die gesamte homogenisierte Lo¨sung in
ein Falkon u¨berfu¨hrt, abzentrifugiert, 1 ml des U¨berstandes in ein neues Falkon ge-
geben und mit Acetatpuffer auf 10 ml aufgefu¨llt. Diese 1:10 verdu¨nnte Lo¨sung diente
als Probe fu¨r die biomasseassoziierte Analyse der Enzymaktivita¨t. Je nach Aktivita¨t
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musste die Verdu¨nnung entsprechend angepasst werden.
Fu¨r die Analyse der Enzymaktivita¨t im U¨berstand wurden Proben direkt aus dem
Inkubationsmedium verwendet.
Alle Proben, die der Biomasse als auch die des U¨berstandes wurden bis zur Analyse
bei 4◦C gelagert, die Analyse erfolgt maximal eine Woche nach Probennahme.
Fu¨r die Quantifizierung der Glucoamylaseaktivita¨t wurden zu 500 µl pNPG-Lo¨sung 250
µl Probenlo¨sung gegeben und fu¨r 20 Minuten bei 60◦C inkubiert. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte durch Zugabe von 750 µl Borax-Lo¨sung (Kap. 2.2.2) sowie sofortigem
U¨berfu¨hren der Ansa¨tze auf Eis. Als Kontrollen diente zum einem Wasser, das anstelle
der Probenlo¨sung zu dem Ansatz gegeben wurde, zum anderen wurde fu¨r jede Probe ein
eigener Blindwert angefertigt. Hierzu wurde die Borax-Lo¨sung vor Zugabe der Probe zu
der pNPG-Lo¨sung hinzugefu¨gt Anschließend wurde die Blindprobe wie die Messprobe
behandelt. Die Ansa¨tze wurden bei 400 nm vermessen. Die Auswertung erfolgt mit
einer Eichgerade.
2.9.5 Eichgerade zur Umrechnung der Glucoamylaseaktivita¨t
Fu¨r die Umrechnung der Absorption in eine Aktivita¨t ist eine Eichgerade notwendig, die
zuna¨chst die umgesetzte Stoffmenge ausgibt. Zur Erstellung dieser Eichgerade wurde
eine Verdu¨nnungsreihe bekannter Konzentrationen hergestellt. Die Verdu¨nnungsreihen
wurden mit hochkonzentrierter Glucoamylaselo¨sung versetzt, sodass wa¨hrend der Inku-
bationszeit von einer Stunde das gesamte pNPG umgesetzt wurde. Nach vollsta¨ndiger
Umsetzung wurde die OD400 der Proben gemessen und aus den gewonnenen Daten eine
Eichgerade sowie deren Funktion erstellt (Abb. 2.4). Es ist somit mo¨glich, jeder gemes-
senen OD400 eine Stoffmenge zuzuordnen. Aus diesen Daten la¨sst sich im Folgenden
unter Beru¨cksichtigung von Verdu¨nnungsfaktoren und der Inkubationszeit die Akti-
vita¨t in Units berechnen, die anschließend noch auf entsprechende Volumen (U/ml)
oder Biotrockenmassen (U/mg) bezogen werden kann.
2.9.6 Bestimmung der Glukosekonzentration im Medium
Die Bestimmung der Glukosekonzentration imMedium erfolgte mit Hilfe der Dianisidin-
Farbreaktion (Driouch et al. 2010). Da in den Versuchen die verwendeten Glukose-
Konzentrationen zwischen 12,5 mM und 3,2 M schwankten, eine Messung aber nur
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Abb. 2.4: GAM-Eichgerade.
im Bereich von 1 bis 50 mM mo¨glich ist, wurden die Proben entsprechend verdu¨nnt
analysiert.
Die Durchfu¨hrung erfolgte analog der Glukosebestimmung wa¨hrend der Analyse der
Sukraseaktivita¨t. Es wurden dabei ausschließlich Proben aus dem U¨berstand von Medi-
en verwendet. Zur besseren Handhabung der Proben wurde das Untersuchungsvolumen
von 2 auf 7 µl und das Volumen der Reaktions-Reagenz von 200 auf 700 µl erho¨ht. Fu¨r
die Umrechung der Messwerte wurde die folgende Eichgerade (Abb.2.5) erstellt.
Abb. 2.5: Eichgerade zur Bestimmung der Glukose-Konzentration.
Die Messdaten wurden mittels Dreifach-Bestimmung ermittelt. Fu¨r die Umrechnung ergab
sich die Formel: Glukosekonzentration = (OD450 + 0,00237) / 0,02505.
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3 Ergebnisse
3.1 Die prima¨re Sporenagglomeration und ihr Beitrag
zur Pelletbildung
Die Pelletbildung wurde in einem aus mehreren Schritten bestehenden Modell be-
schrieben, wobei die Zusammenlagerung von ruhenden, ungekeimten Sporen zu einem
zuna¨chst lockeren Agglomerat den ersten Schritt in diesem Prozess darstellt (Grimm et
al. 2004, Kelly et al. 2006). Das Modell postuliert weiterhin, dass bereits diese erste In-
teraktion weitreichende Auswirkungen auf die Entwicklung des Pilzes in Flu¨ssigkultur
hat und sie bis hin zur finalen Pelletmorphologie beeinflussen kann.
In diesem Teil der Arbeit soll das Modell, vor allem aber der vorhergesagte Einfluss der
prima¨ren Sporeninteraktion auf die endgu¨ltige Morphologie der Pellets, untersucht wer-
den. Fu¨r die folgende U¨berpru¨fung der Hypothese soll daher ausschließlich die prima¨re
Agglomeration der Sporen beeinflusst werden. Um diese spezifische Manipulation zu
erreichen, wurde Melanin, ein Hauptbestandteil von A. niger Sporen ausgewa¨hlt, da
dies zusammen mit anderen Komponenten die a¨ußerste schu¨tzende Hu¨lle der Sporen
bildet. Des Weiteren wird die Melaninhu¨lle wa¨hrend der Keimung abgeworfen, eine
Vera¨nderung der a¨ußeren Hu¨lle hat demnach keinen Einfluss auf die weitere vegetative
Entwicklung von A. niger (Kap. 1.3.5). Um eine dauerhaft melaninfreie Sporenbildung
zu gewa¨hrleisten, wurde dessen Biosynthese unterbrochen. Hierfu¨r wurde das Gen alb1,
deletiert, da die von dem Gen codierte Polyketidsynthase ALB1 den ersten Schritt der
Biosynthese von Melanin in A. niger katalysiert.
3.1.1 Charakterisierung des alb1 -Gens und Vergleich mit
orthologen Genen
Das Gen An09g05730 wurde als A. niger Ortholog des A. fumigatus pksP/alb1 -Gens
durch Blast-Analyse (Altschul et al. 1990) identifiziert. Alb1 umfasst im A. niger-
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Genom 6680 bp und es werden vier Introns der Gro¨ße 50, 52, 57 und 59 bp vorhergesagt.
Die Gensequenz codiert fu¨r ein 2153 Aminosa¨uren großes Protein, das ein theoretisches
Molekulargewicht von 234 kDa aufweist (berechnet nach Zamyatnin 1984). Das Protein
entha¨lt drei fu¨r Polyketidsynthasen essentielle Doma¨nen, die die Synthese eines linearen
Polyketides katalysieren; zwei Acyltransferase-, eine Ketoacyl-Synthase- und zwei Acyl-
Carrier-Protein-Doma¨nen (Abb. 3.1). Des Weiteren entha¨lt ALB1 eine Thioesterase-
Doma¨ne, welche die Bildung eines zyklischen Produkts aus den linearen Polyketid
fo¨rdert.
Abb. 3.1: Die Doma¨nenstruktur von A. niger ALB1 ist anna¨hernd identisch mit
A. fumigatus ALB1. Die Acyltransferase (AT), Ketoacyl-Synthase (KS) und
Acyl-Carrier-Protein (ACP) -Doma¨nen stellen das Minimum an Grundbausteinen der
Polyketidsynthasen dar. Die Thioesterase (TE) Doma¨ne fo¨rdert den Ringschluss linearer
Polyketide und ist daher essentiell fu¨r die Synthese von 1,8-Dihydroxynaphthalen, einem
Zwischenprodukt der DHN-Melanin-Biosynthese.
Eine Sequenzanalyse mit Hilfe des NCBI Blast Algorithmus (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) ergab, dass A. niger ALB1 zu 70% identisch mit A. fumigatus ALB1
ist. Beru¨cksichtigt man zusa¨tzlich a¨hnliche Aminosa¨uren stimmen die Proteine zu 82%
u¨berein. Die Strukturen der einzelnen Doma¨nen sind hoch konserviert. Die Ketoacyl-
Synthase-Doma¨nen beider Proteine sind zu 88% identisch und zu 95% a¨hnlich. Die
N-terminale Acyltransferase-Doma¨ne von A. niger ALB1 existiert jedoch nicht im A.
fumigatus Ortholog, die C-terminal gelegene ist zur Acyltransferase-Doma¨ne aus A.
fumigatus zu 71% identisch (86% a¨hnlich). Die Thioesterase-Doma¨nen sind zu 82%
identisch (90% a¨hnlich), die Acyl-Carrier-Protein-Doma¨nen (vom N-Terminus) zu 78%
bzw. 67% identisch (90% bzw. 80% a¨hnlich).
3.1.2 Alb1 wird in sporulierenden Kulturen, nicht aber in
ruhenden Sporen oder jungen Keimlingen exprimiert
Bevor das Gen alb1 im Zuge der Untersuchung der Sporenzusammenlagerung deletiert
wird, muss sichergestellt werden, dass die Polyketidsynthase in A. niger ausschließ-
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lich an der Synthese von Melanin beteiligt ist und keine weiteren Aufgaben besitzt.
Die Analyse ist wichtig, da unbekannte Funktionen des Proteins in den Sporen einen
Einfluss auf die Entwicklung der Zusammenlagerung der Sporen haben ko¨nnten. Wa¨re
dies der Fall, wu¨rden die aus den Versuchen gewonnen Ergebnisse mo¨glicherweise zu
falschen Schlussfolgerungen fu¨hren. Aus diesem Grund wird zuna¨chst untersucht, ob
alb1 in Sporen bzw. jungen Hyphen wa¨hrend der fu¨r uns interessanten Phasen der
prima¨ren und sekunda¨ren Sporenzusammenlagerung exprimiert wird.
Die Expressionsanalyse erfolgt durch qualitative RT-PCR. Hierfu¨r wurden die alb1 -
spezifischen Primer alb1-RT-F und alb1-RT-R verwendet. Die Primer amplifizieren von
der genomischer DNA ein 553 bp großes Fragment, das ein 50 bp großes Intron entha¨lt.
Von der cDNA wird entsprechend ein 503 bp großes Fragment amplifiziert. Die Qua-
lita¨tskontrolle der eingesetzten genomischen DNA und cDNA erfolgte durch die Primer
Abb. 3.2: RT-PCR Expressionsnachweis von alb1. PCR mit alb1 spezifischen
Primern und cDNA (A-C) bzw. genomischer DNA (D) als Template. Als
Template-Kontrolle wurde das Tropomyosin codierende Gen tpm amplifiziert.
tpm-RT-F und tpm-RT-R. Sie amplifizieren von der genomische DNA ein 815 und von
der cDNA ein 510 bp Fragment des Tropomyosin codierenden Gens (An13g00760).
Die Ergebnisse zeigen, dass das Polyketidsynthase-Gen wa¨hrend der Konidienbildung,
aber nicht in ruhenden Sporen oder wa¨hrend der ersten sechs Stunden in Flu¨ssigkultur
exprimiert wird (Abb. 3.2). In der Flu¨ssigkultur waren zum Probenzeitpunkt bereits
viele Keimlinge und junge Hyphen vorhanden. Die Ergebnisse zeigen, dass Sporen,
Keimlinge aber auch junge Hyphen ALB1 in Flu¨ssigkultur nicht exprimieren. Alle Ab-
weichungen im Verhalten und der Morphologie des Myzels, das aus den melaninlosen
Sporen hervorgeht, im Vergleich zum Myzel, das aus den melaninhaltigen, Wildtyp-
Sporen hervorgeht, sollten demnach in erster Linie den Vera¨nderungen der Sporeno-
berfla¨che und der prima¨ren Sporenagglomeration zuzuordnen sein. Ein direkter Einfluss
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von ALB1 auf die Sporenagglomeration kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit aus-
geschlossen werden, da es zu diesem Zeitpunkt nicht exprimiert wird.
3.1.3 Ausschaltung von alb1 durch Gene-Replacement
Das alb1 -Gen wurde in den A. niger-Sta¨mmen AB1.13 und seinem Sucrase-u¨berprodu-
zierenden Abko¨mmling SKAn1015 (Zuccaro et al. 2008) deletiert. Die Ausschaltung er-
folgte durch Gene Replacement (Abb. 3.3 A). Die Ausschaltkassette wurde mittels YRC
hergestellt und war zum Zeitpunkt dieser Arbeit bereits in dem Vektor pRS426 vorhan-
den (Dietrich 2009). Die 3,5 kb große Kassette wurde als lineares Fragment mit Hilfe
der Primer PKS-5-f und PKS-3-r amplifiziert. Sie entha¨lt das hph-Gen aus E. coli un-
ter Kontrolle des A. nidulans trpC -Promotors und Terminators sowie flankierend 1 kb
der Sequenz
”
upstream“ vom alb1 -ATG und 1 kb der Sequenz
”
downstream“ des alb1 -
Stoppcodons. Die Selektion positiver Transformanten erfolgte auf Bottom-Agar mit Hy-
gromycin als Selektionsmarker (Kap. 2.1.1). Bei beiden Sta¨mmen zeigten bereits 10%
der Prima¨rtransformanten den Albino-Pha¨notyp. Jeweils drei Albino-Transformanten
wurden ausgewa¨hlt und analysiert. Die homologe Integration der Ausschaltkassetten
wurde mittels PCR mit den Primern PKS-test-f und hph-test-r u¨berpru¨ft, wobei ein 1,2
kb großes Amplifikat erwartet wurde. Alle Proben enthielten das erwartete Fragment.
Die korrekte Integration sowie eine Kontrolle auf unerwu¨nschte, heterologe Integratio-
nen erfolgte mit Hilfe des Southern Blots (Abb. 3.3 b). Als Sonde wurde die 3,5 kb
lange Ausschaltkassette eingesetzt.
Zwei der drei AB1.13 und alle drei SKAn1015 Transformanten zeigten die fu¨r die
Deletion erwartete Bande bei 5,9 kb, ohne weitere Banden, die auf eine zusa¨tzliche
heterologe Integration der Kassette hindeuten wu¨rden. Zwei AB1.13 Transformanten
(Abb. 3.3 B, links Spalte 1 und 2) sowie zwei SKAn1015 Transformanten (Abb. 3.3
B, rechts Spalte 1 und 2) wurden ausgewa¨hlt und als ∆alb1AB bzw. ∆alb1SK (1
bzw. 2) in die Stammsammlung aufgenommen. Abschließend wurde mittels PCR der
homokaryotische Zustand der ∆alb1 -Mutanten besta¨tigt.
Die folgenden Versuche wurden mit alb1AB(1) bzw. alb1SK(1) durchgefu¨hrt, aus die-
sem Grund werden die in dieser Arbeit verwendeten Sta¨mme im Folgenden als alb1AB
bzw. alb1SK bezeichnet. Das jeweils zweite Isolat wurde ausschließlich als Sicherheits-
kopie in die Stammsammlung aufgenommen.
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung der alb1 -Deletion und Southern
Blot-Analyse. A:
”
Gene Replacement“ durch homologe Rekombination sowie Lage der
SalI-Schnittstellen fu¨r die Southern Blot-Analyse. B: Southern Blot-Analyse vom Wildtyp
(3598 und 7553 bp) und mo¨glichen ∆alb1 -Transformanten (5918 bp). Als Sonde diente die
gesamte Ausschaltkassette.
3.1.4 Charakterisierung der ∆alb1 -Mutanten
Bevor die Untersuchungen der prima¨ren Sporenagglomeration mit Hilfe der Albino-
Sporen beginnen konnte, mussten die makroskopischen und mikroskopischen Eigen-
schaften der Sporen u¨berpru¨ft und charakterisiert werden. Nur mit Hilfe dieser Infor-
mationen ist das Aufstellen von Hypothesen und die spa¨tere Interpretation der Er-
gebnisse mo¨glich. Wie erwartet zeigen Konidien der ∆alb1 -Sta¨mme eine weißliche bis
cremefarbene Fa¨rbung, was darauf hindeutet, dass kein Melanin in die a¨ußere Zellwand
eingelagert wird (Abb. 3.4). Die Anzahl der Konidien, die von der ∆alb1AB-Mutante
(2,1 ± 0,2 x 107 Sporen/cm2) produziert wurden, war mit der des Wildtyp-Stammes
AB1.13 (2,1 ± 0,1 x 107 Sporen/cm2) identisch. Auch auf die Keimungsrate hat die
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Ausschaltung des alb1 -Gens keinerlei Auswirkungen. Nach 6 h Inkubation bei 37◦C auf
festem Minimal-Medium waren 81 ± 9% der Wildtyp- und 83 ± 9% der Albino-Sporen
gekeimt. A¨hnlich verha¨lt es sich mit der Hyphen-Wachstumsgeschwindigkeit. Sie lag
bei 4,3 ± 0,8 mm/d fu¨r AB1.13 und 4,2 ± 0,4 mm/d fu¨r den ∆alb1AB-Stamm. Die
Ausschaltung der Polyketidsynthase hat demnach keinen Einfluss auf die vegetative
Entwicklung und Sporenbildung von A. niger.
Abb. 3.4: ∆alb1 -Mutanten fehlt die fu¨r A. niger typische dunkle Fa¨rbung.
Dargestellt sind sechs Tage alte Kolonien auf Minimal-Medium.
3.1.5 ∆alb1 -Konidien weisen eine vera¨nderte Oberfla¨chenstruktur
auf
Bisher konnte nur beurteilt werden, dass sich die Sporenfa¨rbung vera¨ndert hat, nicht
aber, inwiefern die Ausschaltung von alb1 sich auf die Oberfla¨chenmorphologie der
Sporen auswirkt. Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie wurden daher die Ober-
fla¨chen der Sporen der unterschiedlichen Sta¨mme miteinander verglichen. Zu diesem
Zweck wurden Sporen der Sta¨mme AB1.13, SKAn1015, ∆alb1AB und ∆alb1SK von
fu¨nf Tage alten, vollsta¨ndig sporulierten Platten mit Wattesta¨bchen trocken geerntet
und auf die Klebefla¨che von Pins u¨bertragen. Die Sporen wurden anschließend im Va-
kuum mit Gold beschichtet und in einem Rasterelektronenmikroskop analysiert. Der
Vergleich der Aufnahmen zeigt, dass die Oberfla¨che der Wildtyp-Sporen deutlich ge-
furcht und strukturiert ist (Abb. 3.5 C und D), die Oberfla¨che der Albino-Sporen weist
dagegen eine unstrukturierte, glatte Oberfla¨che auf (Abb. 3.5 A und B).
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Abb. 3.5: Vergleich der Oberfla¨chenstruktur von Albino- und Wildtyp-Sporen.
A: ∆alb1AB, B: ∆alb1SK, C: AB1.13 und D: SKAn1015. Gro¨ßenstandard: 2 µm.
Die Oberfla¨chenstruktur von Konidien wurde demnach eindeutig vera¨ndert. Unklar
bleibt jedoch weiterhin, inwiefern dies Auswirkungen auf die physikochemischen Ei-
genschaften der Sporen hat.
3.1.6 Die Hydrophobizita¨t der ∆alb1 - und Wildtyp-Sporen ist
identisch
Das Ziel der Ausschaltung des alb1 -Gens war es, die Sporenoberfla¨che vor allem um
den Beitrag der Eigenschaften von Melanin zu vera¨ndern. Sollte die Ausschaltung die
hydrophoben Eigenschaften der Sporen beeinflussen, muss dies im Vorfeld der Versuche
festgestellt werden, da diese nachweislich einen Einfluss auf die Sporen- und Hyphenin-
teraktion haben (Kap. 1.3.5). In diesem Abschnitt soll daher die Frage gekla¨rt werden,
ob die Ausschaltung des alb1 -Gens einen Einfluss auf die hydrophoben Eigenschaften
der Albino-Sporen hat. Sollte dies der Fall sein, mu¨ssten die spa¨teren Analysen der
prima¨ren Sporenagglomeration an diesen weiteren Einflussfaktor angepasst werden.
Die Hydrophobizita¨t der Oberfla¨che wird in Pilzen hauptsa¨chlich durch die Einlage-
rung hydrophober Proteine in die Zellwand erreicht. Diese werden entsprechend als Hy-
drophobine bezeichnet. Die Analyse der Hydrophobizita¨t von AB1.13 und ∆alb1AB
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erfolgte auf zwei Wegen. Zum einen wurde die Bena¨ssbarkeit der Sporenoberfla¨che,
zum anderen die Verteilung der Sporen in einer Zwei-Phasen-Separations-Analyse un-
tersucht. Der Bena¨ssbarkeits-Untersuchung beruht auf der Abstoßung von hydrophilen
und hydrophoben Stoffen. Gibt man z.B. eine kleine Menge Wasser auf eine hydropho-
be Oberfla¨che, la¨sst das Seitenverha¨ltnis (
”
Aspect-Ratio“) des sich bildenden Tropfens
Ru¨ckschlu¨sse auf deren wasserabstoßende Eigenschaften zu. Da die Oberfla¨chen weni-
ger Tage alter A. niger Kulturen zumeist vollsta¨ndig mit Sporen bedeckt sind, spiegeln
entsprechend ermittelte Ergebnisse vollsta¨ndig die Eigenschaften von Sporen wieder.
Fu¨r die Untersuchung wurden jeweils 50 µl bidestilliertes Wasser auf vier Tage alte,
vollsta¨ndig mit Sporen bedeckte Kolonien von AB1.13, SKAn1015, sowie deren ent-
sprechende Albino-Sta¨mme gegeben (Kap. 2.3.6). Die Form des sich bildenden Wasser-
tropfens wurde dokumentiert. Abschließend wurde das Seitenverha¨ltnis ermittelt. Das
Seitenverha¨ltnis der Wassertropfen betrug auf AB1.13 und SKAn1015 1,44 zu 1 und
auf ∆alb1AB und ∆alb1SK ergab sich ein Verha¨ltnis von 1,43 zu 1. Somit sind kei-
ne Unterschiede in der Bena¨ssbarkeit zwischen Wildtyp- und Albino-Sporen erkennbar
(Abb. 3.6).
Abb. 3.6: Es konnten keine Unterschiede in der Bena¨ssbarkeit zwischen den
Sta¨mmen festgestellt werden. Fu¨r die Untersuchung wurde ein 50 µl Wassertropfen auf
sporulierte AB1.13 und ∆alb1AB Kulturen gegeben.
Zur Besta¨tigung der Ergebnisse wurde ein Zwei-Phasen-Separations-Assay (Rosenberg
et al. 1980) durchgefu¨hrt (Kap. 2.3.6). Hierfu¨r wird zuna¨chst die optische Dichte einer
wa¨ssrigen Sporensuspension bestimmt. Anschließend wird die Suspension mit Hexa-
dekan u¨berschichtet und kra¨ftig vermischt. Nach einer 10-minu¨tigen Ruhephase wird
die optische Dichte der wa¨ssrigen Phase erneut vermessen. Die Abnahme der optischen
Dichte in der wa¨ssrigen Phase ist dabei ein Maß fu¨r die hydrophilen bzw. hydrophoben
Eigenschaften der Teilchen in der Lo¨sung. Fu¨r alle Sta¨mme wurde eine Verminderung
der OD400 der wa¨ssrigen Phase zwischen 40 und 50% ermittelt (Abb. 3.7). Entsprechend
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Abb. 3.7: Die hydrophoben Eigenschaften der Wildtyp- und der
Albino-Sta¨mme sind vergleichbar. Nach der Behandlung einer Sporensuspension mit
Hexadekan befinden sich in allen Proben vergleichbare Mengen von Sporen in der wa¨ssrigen
bzw. lipophilen Phase.
besitzen die Wildtyp- und die Albino-Sporen vergleichbare hydrophobe Eigenschaften.
Beide Experimente zeigen, dass die Deletion von alb1 keinen Einfluss auf die hydro-
phoben Eigenschaften der Sporenoberfla¨chen hat.
3.1.7 Das Zeta-Potential von Albino-und Wildtyp-Sporen
unterscheidet sich
Eine weitere Eigenschaft von Oberfla¨chen ist ihre elektrische Ladung. Um diese festzu-
stellen, wurde das Zeta-Potential von AB1.13 und ∆alb1AB-Sporen in Flu¨ssigkultur
ermittelt, eine Quantifizierung der Oberfla¨chenladung von trockenen Sporen war nicht
mo¨glich. Vereinfacht und fu¨r das Versta¨ndnis der folgenden Versuche ausreichend, be-
schreibt das Zeta-Potential die Oberfla¨chenladung von Partikeln in Flu¨ssigkeiten.
Die Oberfla¨chen von Sporen bestehen aus einer Vielzahl von Proteinen und chemi-
schen Verbindungen. Die Protonierung von Teilen dieser Verbindungen, so z.B. von
Glutaminsa¨ure als Bestandteil von Proteinen, steht in einem Gleichgewicht mit der
Hydroxonium-Ionenkonzentration (H3O
+) des umgebenden Mediums. Das Zeta-Poten-
tial von Sporen ist somit direkt vom pH-Wert des Kulturmediums abha¨ngig. Des Wei-
teren ist bekannt, dass Melanin unter Standardbedingungen eine negative Ladung auf-
weist. Demnach sollten unter identischen Bedingungen Sporen von ∆alb1AB eine posi-
tivere Ladung als Sporen von AB1.13 mit Melanin auf der Oberfla¨che aufweisen (Kap.
1.3.5).
Das Zeta-Potential wurde von AB1.13- und ∆alb1AB-Sporen bei unterschiedlichen
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pH-Werten ermittelt (Abb. 3.8). Die Analyse erfolgte in Kooperation mit dem Institut
fu¨r Partikeltechnik und wurden von Andreas Wargenau durchgefu¨hrt. Die Messungen
zeigten, das Wildtyp-Sporen bei einem pH-Wert gro¨ßer 2,0 ausschließlich negative La-
dungswerte annehmen. Im Gegensatz dazu weist die Oberfla¨che der Albino-Konidien
eine positive Ladung unterhalb eines pH-Wertes von 3,5 auf, oberhalb dieses Wertes
nehmen die Konidien ebenfalls eine negative Ladung an. Der Betrag der negativen
Ladung ist dabei deutlich geringer als beim Wildtyp, na¨hert sich diesem aber mit zu-
nehmender Basizita¨t an, sodass die Ladungen ab einem pH-Wert von 5,0 anna¨hernd
identisch sind. Es konnte demnach gezeigt werde, dass sich die Oberfla¨chen der Spo-
ren nicht nur morphologisch, sondern auch in ihren elektrostatischen Eigenschaften
unterscheiden.
Fu¨r die Analyse der prima¨ren Sporenagglomeration mu¨ssen im Folgenden Bedingungen
ausgewa¨hlt werden, bei denen ein Unterschied im Verhalten der Sporen in Flu¨ssigkultur
erwartet werden kann. Daher wurden fu¨r die weiteren Untersuchungen die pH-Werte 2,0
und 3,5 ausgewa¨hlt. Bei pH 2,0 betra¨gt die Oberfla¨chenladung der Wildtyp-Konidien
Null, die Konidien der ∆alb1 -Sta¨mme sind positiv geladen.
Abb. 3.8: Zeta-Potential von AB1.13 und ∆alb1AB in Flu¨ssigkultur bei
unterschiedlichen pH-Werten. Das Zeta-Potential stellt ein Maß fu¨r die
Oberfla¨chenladung von Partikeln in Flu¨ssigkeiten dar.
Im Gegensatz dazu sind bei einem pH-Wert von 3,5 die Oberfla¨chen der Wildtyp-
Konidien negativ geladen und die Albino-Sporenoberfla¨che ist ungeladen (Abb. 3.8).
Aufgrund der abstoßenden Kra¨fte von gleich geladenen Teilchen auf der einen Seite
und dem Fehlen dieser Kra¨fte bei ungeladenen Sporen des jeweils anderen Stammes
auf der anderen Seite, wird bei diesen Bedingungen am ehesten ein Unterschied bei der
Sporeninteraktion in Flu¨ssigkultur erwartet.
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3.1.8 ∆alb1 -Konidien zeigen ein vera¨ndertes
Sporenagglomerationsverhalten
Basierend auf den Messungen des Zeta-Potentials gehen wir davon aus, dass die Wildtyp-
und die ∆alb1 -Sporen bei bestimmten pH-Werten ein unterschiedliches Aggregations-
verhalten aufweisen. Bei einem pH von 2,0 ist bei den Wildtyp-Sporen nahezu keine
Oberfla¨chenladung messbar, Albino-Sporen dagegen sind deutlich positiv geladen. Da-
her sollten sich Wildtyp-Sporen unter diesen Bedingungen deutlich weniger abstoßen
als die positiv geladenen Albino-Sporen und somit besser agglomerieren. Im Gegensatz
dazu weisen Albino-Sporen bei einem pH-Wert von 3,5 nahezu keine Oberfla¨chenladung
auf, Wildtyp-Sporen sind bei diesem pH-Wert deutlich negativ geladen. Entsprechend
werden bei diesem pH-Wert hohe Abstoßungskra¨fte bei den Wildtyp- und keine Absto-
ßungskra¨fte bei den Albino-Sporen erwartet. Bei einem pH-Wert von 3,5 sollten daher
die Albino-Sporen besser aggregieren.
Zur Pru¨fung dieser Hypothese wurde die Aggregation von Wildtyp- und Albino-Sporen
bei den vorhergesagten pH-Werten in Flu¨ssigkultur untersucht. Es wurden jeweils 2x106
frisch geerntete und filtrierte Sporen pro ml eingesetzt. Die Analyse der Agglomeration
erfolgte drei Stunden nach Versuchsbeginn (Kap. 2.3.4).
Die Ergebnisse besta¨tigten die Vorhersage der pH-Wert-abha¨ngigen Zusammenlage-
rung. Bei einem pH-Wert von 2,0 interagierten 80% der AB1.13-Sporen mit mindestens
einer weiteren Spore, aber nur 40% ∆alb1AB-Sporen (Abb. 3.9 A, B). Im Gegensatz
dazu interagierten 80% der alb1AB-Sporen bei einem pH-Wert von 3,5 mit mindestens
einer weiteren Spore, die Interaktion der AB1.13-Sporen sank dagegen auf 50% (Abb.
3.9 C, D). Die Ergebnisse wurden durch die Sta¨mme SKAn1015 und alb1SK besta¨tigt.
Dabei interagierten 93% der SKAn1015-Sporen bei einem pH-Wert von 2,0 und nur
rund 55% der ∆alb1SK-Sporen. Wohingegen bei einem pH-Wert von 3,5 sich 94%
der ∆alb1SK-Sporen zusammenlagerten aber weniger als 60% der SKAn1015-Sporen
interagierten.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die prima¨re Sporenagglomeration
in Flu¨ssigkultur durch die Ausschaltung des alb1 -Gens pH-Wert abha¨ngig vera¨ndert
wurde.
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Abb. 3.9: ∆alb1AB-Sporen interagieren besser bei einem pH-Wert von 3,5,
AB1.13-Sporen bei einem pH-Wert von 2,0. Die U¨bersicht stellt das
Agglomerationsverhalten von Wildtyp- und Albino-Sporen bei pH 2,0 (A) und pH 3,5 (C)
dar. Auf der x-Achse der Histogramme sind die gemessenen Partikelgro¨ßen aufgetragen,
wobei 20 µm2 eine einzelne Spore repra¨sentiert. Die y-Achse gibt fla¨chenbezogen die
relativen Ha¨ufigkeiten an, mit der eine entsprechende Partikelgro¨ße gemessen wurde. Die
Unterschiede in der Agglomeration sind auch in den mikroskopischen Aufnahmen erkennbar
(B, D), die die Grundlage fu¨r die quantitative Auswertung bildeten. Gro¨ßenstandard: 25 µm.
3.1.9 Zeitliche Analyse der Sporenagglomeration
Neben der mikroskopischen Auswertung der Sporenagglomeration bestand auch die
Mo¨glichkeit einer sondengestu¨tzten Analyse. Dieses Verfahren bietet den Vorteil, dass
die Sporenzusammenlagerung nicht nur zu wenigen Zeitpunkten, sondern kontinuier-
lich u¨ber den gesamten Versuchszeitraum dokumentiert werden kann. Daher ist es mit
dieser Methode zum einen mo¨glich, die bereits gewonnenen Ergebnisse der Sporenag-
glomeration zu besta¨tigen, zum anderen besteht die Mo¨glichkeit eine weitere Hypothe-
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se zum Ablauf der prima¨ren Sporenzusammenlagerung zu u¨berpru¨fen. Die Hypothese
postulierte, dass die prima¨re Sporenagglomeration ein sehr schnell ablaufender Prozess
ist, welcher bereits nach wenigen Minuten abgeschlossen ist. Der Zusammenlagerung
folgt eine stationa¨re Phase, in der es zu keinem weiteren Anwachsen der Agglomerate
kommt. Diese Ruhephase wird erst durch das Einsetzen der sekunda¨ren Agglomerati-
on beendet, in der die Agglomerate nach der Keimung der Sporen weiter anwachsen
(Grimm et al. 2004, Ringel 2007).
Da die Messsonde (D600L-HC-K, LasenTec) fu¨r die Bestimmung der Partikelgro¨ße ei-
ne gewisse Gro¨ße aufweist, werden die Versuche in 2,2 l Ru¨hrreaktoren durchgefu¨hrt.
Im Vorfeld des Versuchs wurden Schwebstoffe aus dem verwendeten Minimal-Medium
durch Sterilfiltration entfernt. Der pH-Wert wurde den Versuchsbedingungen entspre-
chend auf 2,0 bzw. 3,5 eingestellt und konstant gehalten. Die Sporen wurden ebenfalls
filtriert, sodass Myzelreste und Konidiophore entfernt werden konnten. Ein Großteil
der Sporen agglomerierte aufgrund ihrer hohen Konzentration bereits in den Sam-
melgefa¨ßen, daher wurden die Sporen unmittelbar vor Versuchsbeginn durch eine ein-
minu¨tige Ultraschallbehandlung vereinzelt. Der Reaktor wurde anschließend mit 107
Sporen pro ml beimpft (Kap. 2.3.5). Die Ru¨hrgeschwindigkeit des Reaktors betrug 200
UpM, eine Begasung fand nicht statt.
Die Messung erfolgte wa¨hrend des gesamten Versuchszeitraums. Die ersten auswert-
baren Datensa¨tze entstanden allerdings erst einige Minuten nach dem Animpfen des
Reaktors, nachdem sich die Versuchskultur homogenisiert hatte. Bei der Auswertung
zeigte sich, dass nur die Messdaten der ersten Stunden verwertbare Ergebnisse liefer-
ten, da es zu spa¨teren Zeitpunkten zu Anlagerung von Sporen an den Messkopf kam,
welche die spa¨teren Messdaten unbrauchbar machten. Aus diesem Grund wurde fu¨r
die Auswertung der pH-Wert abha¨ngigen Zusammenlagerung zwei fru¨he Zeitpunkte
gewa¨hlt. Trotz dieser Einschra¨nkungen ist erkennbar, dass Wildtyp-Sporen bei pH 3,5
keinerlei Tendenz aufweisen, gro¨ßere Agglomerate zu bilden. Dagegen ist bei pH 2,0
bereits nach 10 min eine deutliche Zusammenlagerung der Sporen erkennbar, welche
kontinuierlich bis zum 30 min Messpunkt weiter anwa¨chst (Abb. 3.10).
U¨berraschenderweise war eine Analyse der Zusammenlagerung der Albino-Sporen mit
der LasenTec Sonde nicht mo¨glich. Das optische Messverfahren der Sonde basiert auf
der Reflexion von Licht durch Partikel, die den Messkopf passieren. Medium das mit
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Wildtyp-Sporen beimpft wird, zeigt eine leichte aber deutlich erkennbare Tru¨bung.
Im Gegensatz dazu weist Medium, das mit der gleichen Konzentration an Albino-
Sporen beimpft wird, keine optischen Vera¨nderungen auf. Es ist daher mo¨glich, dass
die Albino-Sporen in Medium keine ausreichende Reflexion verursachen und aus diesem
Grund nicht von der Sonde erkannt wurden.
Aufgrund der Einschra¨nkungen war eine genauere Analyse der Daten nicht mo¨glich. Fu¨r
den Wildtyp ko¨nnen allerdings die Messergebnisse der pH-Wert abha¨ngigen prima¨ren
Sporenagglomeration aus Kapitel 3.1.8 besta¨tigt werden. Eine Aussage u¨ber den zeit-
lichen Verlauf der prima¨ren Sporenagglomeration ist mit der geringen verwertbaren
Datenmenge nicht mo¨glich.
Abb. 3.10: U¨bersicht des zeitlichen Verlaufs der prima¨ren Sporenagglomeration.
Die Diagramme stellen die Ha¨ufigkeit (y-Achse) von detektierten Sporenagglomerate
entsprechend ihrer Gro¨ße (x-Achse) nach 10 und 30 min bei pH 2,0 und 3,5 dar. Fu¨r
AB1.13 ist bei pH 2,0 eine deutliche Zunahme der Partikelgro¨ßen zwischen der 10 und 30
Minuten Messung erkennbar. Bei pH 3,5 waren keine Vera¨nderungen messbar.
∆alb1AB-Sporen konnten mit der LasenTec Sonde nicht detektiert werden.
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3.1.10 Eine vera¨nderte Sporenaggregation hat keinen Einfluss auf
die abschließende Pelletgro¨ße und -struktur
Der Prozess der Pelletbildung wurde fu¨r A. niger in zwei Schritte unterteilt. Dabei
wird davon ausgegangen, dass die prima¨re Agglomeration von ungekeimten Sporen
einen Einfluss auf die folgende Sporen-Sporen- bzw. Sporen-Hyphen-Anheftung hat
und dadurch die finale Pelletstruktur beeinflusst (Grimm et al. 2004, Kelly et al. 2006).
Ausgehend von dem Modell sowie den beobachteten unterschiedlichen Aggregations-
verhalten der Wildtyp- und Albino-Sporen, sollte sich der Prozess der Pelletbildung,
aber auch die finale Pelletmorphologie zwischen AB1.13 und ∆alb1AB pH-abha¨ngig
unterscheiden.
Zur U¨berpru¨fung dieser Annahme wurde die weitere Entwicklung der in Kapitel 3.1.8
analysierten Ansa¨tze betrachtet sowie Proben nach 6 h bzw. 9 h analysiert. Weder
die Wildtyp- noch die Albino-Sporen waren bei pH 2,0 in der Lage, innerhalb dieser
Zeitspanne zu keimen. Ihr Aggregationsverhalten glich weiterhin dem der 3 h Probe.
Aus diesem Grund wurden diese Proben bei den folgenden Analysen vernachla¨ssigt. Im
Gegensatz dazu waren nach 6 h sowohl die Wildtyp- als auch die Albino-Sporen in den
bei pH 3,5 kultivierten Proben gekeimt. Interessanterweise zeigten beide Sta¨mme da-
bei vergleichbare Aggregate aus Sporen und jungen Hyphen (Abb. 3.11 A). Dies deutet
darauf hin, dass die sekunda¨re Sporenagglomeration bzw. Aggregation unabha¨ngig von
den Ergebnissen der prima¨ren Sporenagglomeration verla¨uft, und diese nach der Kei-
mung keinen weiteren Einfluss auf die Sporen-Sporen bzw. Sporen-Hyphen-Interaktion
hat.
Um vollsta¨ndig entwickelte Pellets analysieren zu ko¨nnen, wurden Sporen der ver-
schiedenen Sta¨mme fu¨r 48 h bei pH 3,5 kultiviert. Die Morphologie der Wildtyp- und
Albino-Pellets war identisch. Auch mikroskopische Untersuchungen von Pelletschnitten,
die eine genauere Analyse des inneren Aufbaus der Pellets erlauben, zeigten keinerlei
Strukturunterschiede zwischen den Sta¨mmen (Abb. 3.11 B).
Die Ergebnisse zeigen, dass die Zusammenlagerungen der prima¨ren Sporenagglomera-
tion keinen Einfluss auf den weiteren Verlauf der Pelletentwicklung haben. Sie werden
vielmehr von der sekunda¨ren Sporenagglomeration u¨berschrieben.
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Abb. 3.11: Die sekunda¨re Sporenaggregation sowie die finale Pelletstruktur sind
von der prima¨ren Sporenagglomeration unabha¨ngig. A: Sporen-Sporen bzw.
Sporen-Hyphen-Interaktion von AB1.13- und ∆alb1AB-Sporen nach drei, sechs und neun
Stunden bei pH 2,0 und 3,5. B: A¨ußere Pelletstruktur und Pelletschnitt von AB1.13 und
∆alb1AB nach einer Kultivierung von 48 Stunden in Minimal-Medium bei pH 3,5.
Gro¨ßenstandard A 3, 6 h: 25 µm, 9 h: 0,5 mm, B : 1 mm.
3.1.11 Die Sukrase- und Glucoamylaseproduktivita¨t von ∆alb1 -
und Wildtyp-Sta¨mmen in Flu¨ssigmedium unterscheiden sich
nicht.
Die Produktausbeute in biotechnologischen Anwendungen wird stark von der Morpho-
logie, die der Produktionsorganismus annimmt, beeinflusst (Kap. 1.3.2). Obwohl kein
Unterschied in der Morphologie der Wildtyp- und Albino-Pellets erkennbar war, wird
dennoch im Folgenden untersucht, ob die vera¨nderte prima¨re Sporenagglomeration die
Produktivita¨t der Sta¨mme beeinflusst.
Verglichen wurde die Glucoamylase-Aktivita¨t zwischen den Sta¨mmen AB1.13 und
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alb1AB und die Sukrase-Aktivita¨t zwischen den Sta¨mmen SKAn1015 und alb1SK.
Analysiert wurde dabei sowohl die jeweilige Biomasse assoziierte Enzymaktivita¨t als
auch die Aktivita¨t im U¨berstand. Die Proben wurden 48 Stunden nach Inkubations-
beginn genommen.
U¨bereinstimmend mit den Ergebnissen des Pelletvergleichs konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Enzymaktivita¨t zwischen den Albino-Mutanten und den Wildtyp-
Sta¨mmen nachgewiesen werden (Abb. 3.12).
Abb. 3.12: Eine vera¨nderte prima¨re Sporenagglomeration hat keine Einfluss auf
die Glucoamylase- und Sukrase-Aktivita¨t. Die y-Achse stellt die jeweilige
Biomasse-assoziierte Enzymaktivita¨t bzw. Aktivita¨t im U¨berstand der untersuchten
Sta¨mme dar.
3.1.12 Sporen ohne Melanin zeigen eine verbesserte
Oberfla¨chenanhaftung
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Sporen und das Myzel von A. niger in der
Lage sind, sich submers an polymere, fasrige und raue Oberfla¨chen anzuheften und Bio-
filme zu bilden (Villena und Gutie´rrez-Correa 2006). A¨hnlich dem Verlauf der Pelletbil-
dung unterteilt sich die Biofilmbildung in mehrere Phasen. In der ersten Phase kommt
es zu einer Anheftung der ungekeimten Sporen an die Oberfla¨che, in der zweiten folgt
die Anlagerung der Keimschla¨uche und Hyphen. Fu¨r die morphologische Entwicklung
der Biofilme spielen dabei definierte a¨ußere Einflu¨sse eine wichtige Rolle. So mu¨ssen
fu¨r dessen Bildung die Kulturen zuerst ruhen, sodass sich die Sporen absetzen und an
die Tra¨gerfla¨che anheften ko¨nnen. Nach der Keimung streben die Hyphen, entgegen
der Schwerkraft, der Flu¨ssigkeitsoberfla¨che entgegen, sodass die Kulturen vorsichtig
geschwenkt werden mu¨ssen, um die Keimschla¨uche und Hyphen nach unten, gegen
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die Tra¨gerfla¨che zu dru¨cken. Im Laufe der Kultivierung kommt es im Anschluss durch
die Sekretion von Adha¨sinen zu einer aktiven Anheftung der Hyphen an die polymere
Tra¨geroberfla¨che (Villena et al. 2010).
Im Gegensatz zur Pelletbildung, kann bei der Biofilmentwicklung weiterhin davon aus-
gegangen werden, dass die prima¨re Sporenanheftung an der Oberfla¨che des Tra¨germat-
erials substanziell fu¨r die Entstehung eines Biofilms ist. Im Folgenden ergab sich daher
die Frage, ob die Vera¨nderung der Sporenoberfla¨che der Albino-Sporen einen Einfluss
auf die Anheftung an polymere Oberfla¨che hat und inwiefern eventuelle Unterschiede
zum Wildtyp sich in der Morphologie des entstehenden Myzels widerspiegeln.
Fu¨r die Untersuchung der Sporenanheftung an polymere Oberfla¨chen wurden Petrischa-
len aus Polysterol mit 20 ml flu¨ssigem Minimal-Medium und 107 Sporen von AB1.13,
SKAn1015, ∆alb1AB bzw. ∆alb1SK pro ml beimpft. Die Kulturen ruhten zuna¨chst
bei 37◦C fu¨r 4,5 Stunden, sodass die Sporen Gelegenheit hatten sich an die Oberfla¨che
anzuheften (s.Abb. 3.13 A). Im Anschluss an diese Ruhephase wurde die Inkubation
auf einem Schu¨ttler fortgefu¨hrt und die Kulturen bei 35 bis 40 UpM geschwenkt.
Nachdem die Kulturen 22,5 Stunden geschwenkt wurden, befand sich der Großteil
der Wildtyp-Biomasse frei schwimmend im Medium und begann mit der Bildung pel-
leta¨hnlicher Strukturen. Dagegen blieb das Myzel der Albino-Sta¨mme an der Polymer-
Oberfla¨che angeheftet. Dabei zeigte sich, dass viele Hyphen vom Boden aus ins Medium
ragten und scheinbar ausschließlich durch die zuvor stattgefundene Adha¨sion der Spo-
ren mit dem Boden der Petrischale verbunden waren. Die Kultivierung wurde weitere 33
Stunden fortgesetzt, sodass das Myzel seine endgu¨ltige Morphologie annehmen konnte.
Dabei zeigte sich, dass die abgelo¨sten Sporen von AB1.13 sich zu Strukturen, eher ver-
gleichbar mit Pellets als mit Biofilmen, entwickelten. Eine Kompensierung des Ablo¨sens
der Sporen, wie sie im Verlauf der sekunda¨ren Sporenagglomeration wa¨hrend der Pel-
letentwicklung beobachtet werden konnte, fand demnach nicht statt. Die Albino-Sporen
des ∆alb1AB-Stammes entwickelten sich im Gegensatz dazu zu einem geschlossenen
Biofilm. Nur wenig Biomasse befand sich frei schwimmend im Medium. Diese Ergebnis-
se wurden auch durch Versuche mit den Sta¨mmen SKAN1015 und ∆alb1SK besta¨tigt
(Abb. 3.13 B).
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Die Fa¨higkeit der Albino-Mutanten, unter definierten Bedingungen eher Biofilme zu bil-
den als der Wildtyp, ist reproduzierbar. Es zeigte sich allerdings, dass bei verla¨ngerter
ruhender Inkubation auch der Wildtyp in der Lage war, Biofilme zu formen. Erho¨hte
man dagegen die Schu¨ttel-Geschwindigkeit auf 70 UpM bildeten auch die Albino-
Mutanten frei schwimmendes Myzel.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Albino-Mutanten eine verbesserte Sporen-Anheftung
an polymeren Oberfla¨chen aufweisen. Der eng definierte Bereich, in dem diese Ver-
besserung zum Tragen kommt, zeigt aber auch, dass andere Faktoren, die durch die
Entfernung des Melanins nicht vera¨ndert wurden, wahrscheinlich einen gro¨ßeren Bei-
trag zur Biofilmbildung leisten.
Abschließend kann daher basierend auf diesen Ergebnisse angenommen werden, dass
die prima¨re Sporenadha¨sion einen grundlegenden Schritt bei der Biofilmbildung auf
glatten, polymeren Oberfla¨chen darstellt.
Abb. 3.13: Albino-Sporen zeigen eine verbesserte Anheftung an polymere
Oberfla¨chen als Wildtyp-Sporen. A: Sporenbedeckung des Bodens von Petrischalen
nach 4,5 und 27 Stunden sowie Myzelmorphologie nach 60 Stunden. B: Quantifizierung der
Bodenbedeckung 27 Stunden nach Inkubationsbeginn. Balken: A, B: 100 µm, C: 5 mm.
87
3.1.13 Biofilme produzieren im Vergleich zu Pelletkulturen mehr
Glucoamylase
Bei der Biofilmentwicklung wurde erstmals ein deutlicher morphologischer Unterschied
zwischen den Wildtyp- und den Albino-Sta¨mmen sichtbar, der auf die Vera¨nderung
der Sporenoberfla¨che zuru¨ckzufu¨hren ist. Da die Produktivita¨t biotechnologischer Pro-
duktionsprozesse stark von der Morphologie beeinflusst wird, wurde im Folgenden un-
tersucht, ob Unterschiede bei der Glucoamylase-Aktivita¨t in Proben aus Biofilm- und
Pellet-Kulturen feststellbar sind.
Fu¨r die Analyse wurden Proben aus den U¨bersta¨nden von 48 Stunden alten Kultivie-
rungen entnommen. Des Weiteren wurde die Trocken-Biomasse der jeweiligen Kulti-
vierung ermittelt.
Dabei zeigte sich, dass die U¨bersta¨nde der Biofilme eine signifikant ho¨here Glucoamylase-
Aktivita¨t aufwiesen. Dies ist umso interessanter, da die Biofilme zusa¨tzlich eine leicht
reduzierte Biomasse im Vergleich zu den Wildtyp-Pellets hatten. (Abb. 3.14).
Betrachtet man diese Ergebnisse vergleichend mit den Ergebnissen der Albino- und
Wildtyp-Pellet-Untersuchungen zeigt sich, dass die Unterschiede der gemessenen Gluco-
amylase-Aktivita¨t der Biofilmkultivierung nicht auf die Ausschaltung des alb1 -Gens
zuru¨ckzufu¨hren ist. Die deutliche Steigerung liegt vielmehr in der vera¨nderten Mor-
phologie und den vera¨nderten Kultivierungsbedingungen der Biofilme im Vergleich zu
denen der Pellets begru¨ndet.
Abb. 3.14: Vergleich der Glucoamylase-Aktivita¨t von Wildtyp-Pellets und
∆alb1AB-Biofilm Kulturen. Die Trockenmasse sowie die Glucoamylase-Aktivita¨t des
U¨berstandes wurden nach 48 Stunden Inkubation bestimmt. Linke Y-Achse: Aktivita¨t,
rechte Y-Achse: Trockenmasse.
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3.1.14 Stoffwechselaktive Bereiche in Biofilmen
Um ein besseres Versta¨ndnis der Entwicklung und des Aufbaus von Biofilmen zu erhal-
ten, wurden sie im Laufe der Untersuchungen auch u¨ber la¨ngere Zeitra¨ume kultiviert
und untersucht. Dabei war zum einen eine kontinuierliche Biomassezunahme erkenn-
bar, zum anderen kam es ab dem sechsten Inkubationstag vermehrt zu Ablo¨sungen der
Hyphen vom Tra¨germaterial, was zur Zersto¨rung des Biofilms fu¨hrte.
Aus Pelletanalysen ist bekannt, dass sich ab einem bestimmten Durchmesser eine Tod-
zone innerhalb eines Pellets entwickelt (Hille et al. 2005). Dies liegt vor allem am der
Sauerstoff- sowie Na¨hrstoffversorgung, da die a¨ußeren, jungen Bereichen der Pellets
den Sauerstoff und die Na¨hrstoffe verbrauchen und somit ab einer bestimmten Gro¨ße
keine Versorgung der inneren Bereiche mit diesen lebenswichtigen Komponenten mehr
erfolgt.
Im Folgenden sollte daher untersucht werden, ob sich im Laufe der Biofilmentwicklung
abgestorbene Bereiche bilden. Dabei kommt der Analyse zu Gute, dass abgestorbene
Bereiche anhand ihrer mangelnden Stoffwechselaktivita¨t leicht von lebenden Berei-
chen unterschieden werden ko¨nnen. Fu¨r die Analyse wurde der Stamm Ppki-gfpAB
ausgewa¨hlt. Der Stamm exprimiert in stoffwechselaktiven Bereichen kontinuierlich zy-
toplasmatisches GFP. Ppki-gfpAB ging aus dem Stamm AB1.13 durch Transformation
mit dem Plasmid pARAn37 mit gfp als Insert hervor und stand zu Beginn dieser Arbeit
bereits zur Verfu¨gung. Er unterscheidet sich von AB1.13 weder in Morphologie noch
im Verhalten.
Fu¨r die Untersuchungen wurde der Stamm unter Biofilm-bildenden Bedingungen kul-
tiviert. Vom dritten bis zum siebenten Kultivierungstag wurde das Medium ta¨glich
ausgetauscht und Proben fu¨r die mikroskopische Analyse des Querschnitts und der
GFP-Expression des Biofilms angefertigt. Bei der Fluoreszenzmikroskopie wurde vor
allem in den oberen 400-500 µm des Biofilms ein starkes GFP-Signal detektiert. Das
Signal nahm in tieferen Schichten deutlich ab und konnte vor allem in a¨lteren Bereich
nicht mehr detektiert werden (Abb. 3.15).
Dies deutet darauf hin, dass es in Biofilmen, wie schon fu¨r Pellets beschrieben, mit
zunehmender Schichtdicke zur Bildung von Bereichen ohne erkennbare Stoffwechselak-
tivita¨t kommt und die somit als tot angesehen werden ko¨nnen.
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Abb. 3.15: Stoffwechselaktivita¨t eines sechs Tage alten Biofilms. Hellfeldaufnahme
des Biofilm-Querschnitts von dessen Oberseite bis zum Boden (A). Das zytoplasmatische
GFP-Signal des Stammes Ppki-gfpAB diente als Maß fu¨r dessen Stoffwechselaktivita¨t (B).
C) U¨berlagerung beider Aufnahmen. Der vertikale Standard stellt das ungefa¨hre
Tageswachstum dar. Gro¨ßenstandard: 100 µm.
3.1.15 fwn, die klassische ∆alb1 -Mutante
Farbmutanten von A. niger wurden bereits vor 60 Jahren als Marker fu¨r die Erstellung
von Genkarten verwendet (Pontecorvo et al. 1953). Eine dieser Mutanten ist fwn, sie
ist a¨ußerlich nicht von den ∆alb1 -Mutanten unterscheidbar. Folglich wurde zu Beginn
dieser Arbeit vermutet, dass es sich bei der fwn-Mutante um eine Mutation im alb1 -Gen
handelt.
Um diese Vermutung zu besta¨tigen, sollte zum einen versucht werden, die klassische
fwn-Mutante mit Hilfe des alb1 -Gens zu komplementieren, zum anderen sollte die ex-
akte Mutation durch Sequenzierung von alb1 in der fwn-Mutante bestimmt werden.
Im Laufe dieser Arbeit wurden gleich zwei Artikel, die sich mit der fwn-Mutante
bescha¨ftigten, parallel zu den Untersuchungen dieser Arbeit vero¨ffentlicht. Sie besta¨tigten
die Vermutung, dass es sich bei der fwn-Mutante um das alb1 -Gen handelt (Jo¨rgensen
et al. 2011, Chiang2011). Im Folgenden wurde aufgrund der Vero¨ffentlichungen von
einer Komplementierung der fwn-Mutante mit dem alb1 -Gen abgesehen.
Da keine der beiden Publikationen die exakte Mutation von alb1 in fwn beschrieb,
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wurde das fwn-Gen isoliert und sequenziert. Dabei wurde mit Hilfe des Primers pks-Seq-
2-For 400 eine Transversion von Adenin zu Thymin an der genomischen Position 624
(cDNA 574) festgestellt. Der Austausch bewirkt eine Nonsense-Mutation von Lysin 192
(AAG) zu einem Stoppcodon (TAG). Die Mutation befindet sich in der Acyltransferase-
Doma¨ne der Polyketidsynthase.
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3.2 Die MAP-Kinase MAKB, ein Regulator der
Sporenbildung in Aspergillus niger
Die Kinase MAKB wurde bisher in A. niger nicht beschrieben. Ihre orthologen MAP-
Kinasen MpkB aus A. nidulans und Tvk1 aus T. virens waren dagegen bereits mehr-
mals Gegenstand von Vero¨ffentlichungen. Fu¨r MpkB konnte dabei eine Beteiligung an
der Regulierung der Expression von Sekunda¨rmetaboliten gezeigt werden. Tvk1 aus
T. virens reguliert u.a. die Expression hydrophober Zellwandproteine und ist an der
Steuerung der Konidien-Bildung beteiligt. So differenzieren und sporulieren im Gegen-
satz zum Wildtyp ∆tvk1 -Sta¨mme in Flu¨ssigkultur. Interessanterweise unterscheiden
sich die unter diesen Bedingungen gebildeten Konidien deutlich von T. virens Koni-
dien die unter Standardbedingungen gebildet werden u.a. durch eine deutlich erho¨hte
Hydrophobizita¨t. Sollten A. niger makb-Deletionsmutanten diese Eigenschaften teilen,
wa¨re dies zum einen fu¨r weitere Analysen der Pellet-Morphologie, aber auch fu¨r ein
besseres Versta¨ndnis der Expression von Sekunda¨rmetaboliten interessant.
3.2.1 Charakterisierung von makb und ste7
Das Gen An08g10670, im Folgenden makb, wurde mittels Blast-Analyse als A. ni-
ger Ortholog der Kinase Fus3 aus S. cerevisiae identifiziert. Der ORF von makb um-
fasst im Genom 1216 bp. Durch Sequenzierung von makb-cDNA sowie dem Vergleich
mit der genomischen makb-Sequenz konnten drei vorhergesagte Introns der Gro¨ße 55,
49 und 47 bp besta¨tigt werden. Das berechnete Molekulargewicht der Kinase ent-
spricht 41 kDa. Ein Alignment von MAKB und Fus3 aus S. cerevisiae ergibt eine
U¨bereinstimmung von 61% zwischen beiden Sequenzen. Beru¨cksichtigt man bei diesem
Vergleich zusa¨tzlich Aminosa¨uren mit a¨hnlichen Eigenschaften, kommt man zu einer
U¨bereinstimmung von 78%. Die funktionellen Doma¨nen sind erwartungsgema¨ß deut-
lich konservierter. Die Substrat- und ATP-Bindungsstellen sind 100% identisch. Das
Kinase-Interaktions-Motiv stimmt mit dem von Fus3 zu 86% u¨berein, wobei die Ab-
weichungen durch Aminosa¨uren mit a¨hnlichen Eigenschaften verursacht werden. Ein
teilweise erheblicher Unterschied wurde dagegen in den drei funktionellen Bereichen
des
”
Activation Loops“ festgestellt. In den ersten beiden stimmen nur sieben von elf
bzw. zwei von sieben Aminosa¨uren u¨berein, nur der dritte Bereich, die Phosphorylie-
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rungsstelle, ist zu 100% konserviert.
Zur Besta¨tigung der Ergebnisse der Untersuchung von MAKB wurde zusa¨tzlich die der
MAP-Kinase u¨bergeordnete MAP-Kinase-Kinase STE7 betrachtet. Dabei wurde das
Gen An11g10690 als A. niger ste7 -Ortholog des ste7 -Gens aus S. cerevisiae mittels
Blast-Analyse identifiziert. Der ORF von ste7 ist 1813 bp lang und entha¨lt drei durch
cDNA-Sequenzierung besta¨tigte Introns von 76, 67 und 68 Basenpaaren. Die transla-
tierte Kinase besteht aus 533 Aminosa¨uren und weist eine Masse von 58,1 kDa auf.
Im Vergleich zu MAKB und Fus3 sind STE7 aus A. niger und Ste7 aus S. cerevisiae
deutlich weniger konserviert. 43% der STE7-Sequenz aus A. niger stimmen mit der S.
cerevisiae Ste7-Sequenz u¨berein, weitere 19% der Sequenz bestehen aus Aminosa¨uren
mit a¨hnlichen Eigenschaften. In den funktionellen Bereichen ist die Konservierungsrate
erwartungsgema¨ß deutlich ho¨her. Im
”
Activation Loop“ stimmen 17 von 22 (77%), von
der ATP-Bindungsstelle 19 von 23 (83%), von der Substratbindungsstelle 13 von 14
(93%) und von der Phosphorylierungsstelle alle Aminosa¨uren u¨berein. Die substrats-
pezifischen Docking-Sites sind dagegen nur in einem geringen Maß konserviert, hier
stimmen 8 bzw. 4 von 13 Aminosa¨uren der orthologen Kinasen u¨berein, wobei die
Austausche durch a¨hnliche Aminosa¨uren erfolgten. Die Analyse erfolgte auf Grundlage
einer NCBI-Blast-Analyse (http://blast.ncbi.nlm.gov//Blast.cgi).
3.2.2 Herstellung der makb- und ste7 -Mutanten
Fu¨r die Charakterisierung von MAKB und STE7 wurden mehrere Mutanten herge-
stellt. Eine U¨bersicht der in diesem Teil der Arbeit hergestellten und verwendeten
Mutanten mit ihrem jeweiligen Genotyp ist in der Tabelle 3.1 aufgefu¨hrt.
Herstellung der ∆ste7 -Deletionsmutante
Die beiden
”
knock out“-Mutanten ∆makbAB und ∆ste7AB wurden durch homolo-
ge Rekombination mit Hilfe von Ausschaltkassetten erzeugt. Die ∆makbAB-Mutante
wurde von Ulrike Brandt angefertigt und stand zu Beginn dieser Arbeit bereits zur
Verfu¨gung. Die ste7 -Ausschaltkassette wurde mittels YRC (Kap. 2.8.7) erzeugt. Sie
besteht aus dem 5’-Bereich
”
upstream“ von ste7, aus pyrG als Selektionsmarker und
dem 3’-Bereich
”
downstream“ von ste7. Die 992 bp lange 5’-Flanke wurde mit den
Primern ste7-5’-Yeast-For und ste7-5’-pyrG-Rev, das 1360 bp große pyrG-Gen mit
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∆makbAB makb AB1.13 ∆makb::hph; Pmakb-makb-Tmakb;pyrG
+
∆ste7AB AB1.13 ∆ste7 ::pyrG+
∆ste7AB ste7 AB1.13 ∆ste7 ::pyrG+; Pste7-ste7 -Tste7; hph
ste7daAB AB1.13 ste7 -S218D,T222D; pyrG+
den Primern pyrG-ste7-3’-For und pyrG-ste7-3’-Rev sowie dem Plasmid pARAn37 als
Template und die 942 bp lange 3’-Flanke mit den Primern ste7-3’-pyrG-For und ste7-3’-
Yeast-Rev mit Hilfe der Phusion-DNA-Polymerase amplifiziert. Alle Fragmente wurden
zusammen mit dem linearisierten Plasmid pRS426 in die Hefe FY834 transformiert.
Nach der Isolierung des endgu¨ltigen Plasmids aus der Hefe wurde die 3229 bp lange
Ausschaltkassette mit den Primern ste7-5’-Yeast-For und ste7-3’-Yeast-Rev amplifi-
ziert. Die lineare Kassette wurde in AB1.13 transformiert, als Selektionsmarker diente
die durch PyrG vermittelte Uridin-Prototrophie. Die Transformation brachte mehr
als 50 prima¨re Transformanten hervor, von denen 24 mittels diagnostischer PCR auf
homologe Integration der Ausschaltkassette getestet wurden. Die PCR erfolgte mit
den Primern ste7-Test-For und pyrG-Test-Rev, sie erzeugte bei richtiger Integration
der Kassette ein 1515 bp großes Amplifikat. Vier Transformanten, die die erwartete
Bandengro¨ße aufwiesen, wurden ausgewa¨hlt und es wurde u¨berpru¨ft, ob es zu un-
erwu¨nschten, zusa¨tzlichen heterologen Integrationen der Ausschaltkassette kam. Die
Analyse erfolgte durch eine Southern Blot-Analyse, wozu genomische DNA der Prima¨r-
Transformanten mit HindIII verdaut wurde. Als Sonde fu¨r die Analyse diente die Aus-
schaltkassette (Abb. 3.16). Die Prima¨r-Transformanten 6 und 11 wurden abschließend
fu¨r die weitere Analyse ausgewa¨hlt und in ∆ste7AB (1 bzw. 2) umbenannt. Nach einer
Einzelsporisolation wurde der homokaryotische Zustand der Transformanten mit den
Primern ste7-Test-For und Ste7-S218-T222D-Rev u¨berpru¨ft und die Sta¨mme in die
Stammsammlung aufgenommen. Alle folgende Experimente wurden mit den Stamm
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Abb. 3.16: Aufbau der ste7 -Ausschaltkassette sowie Verifizierung der
gewonnenen ∆ste7AB-Sta¨mme. A:
”
Knock out“ von ste7 durch homologe
Rekombination mit der Ausschaltkassette. B: Schnittstellen fu¨r die genomische Southern
Blot-Analyse. C: Integrationskontrolle der Ausschaltkassette durch PCR, es wird eine
spezifische Bande von 1515 bp erwartet. D: Southern Blot, die Wildtyp-Bande wird bei 9,3
kb (Karo), die Banden der Ausschaltmutanten bei 4 bzw. 4,8 kb (Stern) erwartet.
∆ste7AB (1) im Folgenden nur ∆ste7AB durchgefu¨hrt.
Komplementierung der ∆makbAB- und ∆ste7AB-Ausschaltmutanten
Wird ein Gen in einem Organismus deletiert, spiegelt sich dies oftmals in einer Vera¨n-
derung des Pha¨notyps wieder. Die Komplementierung von Mutanten ist ein Verfahren,
bei dem versucht wird, den urspru¨ngliche Zustand eines Organismus wiederherzustel-
len. Dabei wird die zuvor deletierte Gensequenz wieder in den Organismus eingebracht.
Gelingt es dadurch den Ausgangszustand wieder herzustellen, gilt dies als sicherer
Nachweis, dass der beobachtete Pha¨notyp durch die gewu¨nschte Mutation verursacht
wurde. Fu¨r die Komplementierung von ∆makbAB wurde makb einschließlich der Se-
quenz 1012 bp
”




dos von genomischer Wildtyp-DNA amplifiziert. Fu¨r die Isolierung des 3235 bp lan-
gen Fragments wurden die Primer makb-Komp-For und makb-Komp-Rev verwendet.
Der Primer makb-Komp-For entha¨lt eine MluI- und der Primer makb-Komp-Rev eine
NdeI-Schnittstelle, mit denen eine Integration des Amplifikats in den verdauten Vektor
pARAn37 mo¨glich ist. Der Vektor entha¨lt das pyrG-Gen zur Komplementierung der
Uridin-Auxotrophie. Das fertige Konstrukt erhielt den Namen pUB0344.
Fu¨r die Komplementierung von ∆ste7AB wurde ebenso wie fu¨r die ∆makbAB-Kom-
plementierung das ste7 -Gen von genomischer Wildtyp-DNA, einschließlich des 1059
bp
”
upstream“-Bereichs vor dem ste7 ATG und 1097 bp des
”
downstream“-Bereichs
nach dem Stoppcodon amplifiziert. Der verwendete Forward-Primer ste7-Kompl-For
enthielt eine KpnI-Schnittstelle und der Reverse-Primer ste7-Kompl-Rev eine HindIII-
Schnittstelle. Das Amplifikat ersetzte das Insert des Vektors pUB0276. Der Vektor
basiert auf dem Plasmid pARAn37, wobei der Selektionsmarker pyrG durch das hph-
Gen, das eine Hygromycin-Resistenz vermittelt, ersetzt wurde. Das fertige Plasmid
erhielt die Bezeichnung pUB0339 (Abb. 3.17). Nach der Transformation in ∆ste7AB
erfolgte die Selektion auf Hygromycin-haltigem Medium.
Von der Transformation von pUB0344 in ∆makbAB und pUB0339 in ∆ste7AB wur-
den jeweils 24 Transformanten vereinzelt und die Einzelsporen aufgereingt. Da sowohl
∆makbAB als auch ∆ste7AB bereits makroskopisch deutlich vomWildtyp unterscheid-
bar sind (Kap.: 3.2.3), erfolgte im Anschluss eine optische Selektion auf positiv kom-
plementierte Isolate, wobei das Hauptkriterium die Wiederherstellung des Wildtyp-
Abb. 3.17: Die Plasmide pUB0344 und pUB0339 wurden zur
Komplementierung der Ausschaltmutanten erzeugt. Beide Plasmide wurden durch





Bereichs des jeweiligen Gens in den Vektor pARAn37 erzeugt. In pUB0339 wurde außerdem
das pyrG-Gen durch das hph-Gen ersetzt.
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Pha¨notyps war. Jeweils zwei Sta¨mme, die einen vollsta¨ndigen Wildtyp-Pha¨notyp auf-
wiesen, wurden ausgewa¨hlt, bekamen die Bezeichnung ∆makbAB makb (1 bzw. 2) re-
spektive ∆ste7AB ste7 (1 bzw. 2) und wurden in die Stammsammlung aufgenommen.
3.2.3 Die ∆makb- und ∆ste7 -Mutanten zeigen pleiotrope
Vera¨nderungen gegenu¨ber dem Wildtyp
Fu¨r die Analyse wurde der Pha¨notyp von ∆makbAB und ∆ste7AB morphologisch,
qualitativ und quantitativ mit dem Wildtyp verglichen. Neben den Ausschaltmutanten
wurde außerdem der Stamm makb-gfpAB (Kap.: 3.2.7) sowie die komplementierten
Ausschaltmutanten in die Analyse mit einbezogen. Die letzteren dienen dabei ledig-
lich zur Besta¨tigung der Rekonstruktion des Wildtyp-Pha¨notyps durch Wiedereinbrin-
gen der MAP-Kinasen und somit zur Besta¨tigung der MAKB bzw. STE7 spezifischen
Abha¨ngigkeit der beobachteten Vera¨nderungen. Der Stamm makb-gfpAB entha¨lt eine
gfp-Erweiterung des makb-Gens am urspru¨glichen Locus. Die Mutante wird in diesem
Vergleich mit einbezogen, um Defekte, verursacht durch die C-terminale Erweiterung
von MAKB, auszuschließen. Sie wird ab Kapitel 3.2.8 na¨her betrachtet.
Es wurden sieben Kriterien fu¨r die erste Charakterisierung der Ausschaltmutanten
ausgewa¨hlt: Der optische Pha¨notyp, die Sporulationsrate, die morphologischen und
physikochemischen Eigenschaften der Sporen, die Keimungsrate, die Wachstumsge-
schwindigkeit der Hyphen sowie die Pelletmorphologie in Flu¨ssigkultur.
Optischer Pha¨notyp - ∆makb und ∆ste7 zeigen eine verzo¨gerte Sporulation.
Im Vergleich zum Wildtyp auf Minimal-Medium zeigten bereits einige Prima¨rtrans-
formanten auf den Transformationsplatten ein deutlich helleres Erscheinungsbild. Um
diesen Pha¨notyp quantitativ zu beschreiben, wurden radia¨r wachsende Kolonien der
beiden Ausschaltmutanten, mit denen des Wildtyps, der komplementierten Sta¨mme
und von makb-gfpAB verglichen. Fu¨r die Untersuchung wurden von allen Sta¨mmen
eine Sporensuspension aus frisch geernteten, filtrierten Sporen mit einer Konzentration
von 107 Sporen pro ml angefertigt. Von jeder Suspension wurde ein 10 µl Tropfen, also
105 Sporen, auf Minimal-Medium (Kap. 2.2.2) mit Uridin aufgebracht. Die Inkubation
erfolgte bei 37◦C und einem 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Entwicklung der Kolonien
wurde nach 48, 72 und 96 h dokumentiert.
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Nach 48 Stunden waren der Wildtyp, die komplementierten und der makb-gfpAB-
Stammmakroskopisch nicht voneinander unterscheidbar. In der Koloniemitte weisen sie
alle eine deutliche Dunkelfa¨rbung auf, was auf Sporenbildung hindeutet. Interessanter-
weise zeigen beide Ausschaltmutanten keinerlei Verfa¨rbung und somit keinerlei Ansa¨tze
von Sporenbildung. Nach 72 Stunden besta¨tigen sich die vorangegangenen Beobach-
tungen fu¨r den Wildtyp und die mit ihm vergleichbaren Sta¨mme. Im Gegensatz dazu
weisen ∆makbAB und ∆ste7AB nach 72 Stunden nun ebenfalls eine Dunkelfa¨rbung
auf, wenngleich diese deutlich geringer ausfa¨llt als beim Wildtyp. Dies deutet auf das
Einsetzen einer reduzierten Sporenbildung hin. Nach 96 Stunden stimmen das Erschei-
nungsbild der komplementieren und des makb-gfpAB-Stammes weiterhin mit dem des
Wildtyps u¨berein. Dagegen hat die Sporenbildung in den Ausschaltmutanten deutlich
zugenommen, bleibt aber weiterhin erkennbar hinter denen des Wildtyps zuru¨ck
Abb. 3.18: ∆makbAB und ∆ste7AB zeigen eine um 24 h verzo¨gerte
Sporenbildung. Kolonieentwicklung nach 48 h (A), 72 h (B) und 96 h (C) von
Ober-(obere Reihe) und Unterseite (untere Reihe) betrachtet. Im Uhrzeigersinn, beginnend
bei 12 Uhr sind, die Sta¨mme AB1.13 (Wildtyp), ∆makbAB, ∆makbAB makb,
AB1.13 makb-gfp, ∆ste7AB ste7 und ∆ste7AB aufgetragen. Fu¨r die Dokumentation der
Unterseite wurde die Platte gespiegelt beimpft, sodass die Reihenfolge der Kolonien in der
Abbildung mit der der Oberseite u¨bereinstimmt.
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(Abb. 3.18). Betrachtet man zusa¨tzlich das Kulturmedium auf denen die Kolonien
wachsen, ist bei ∆makbAB und ∆ste7AB eine parallel zur Sporenbildung einsetzende
Dunkelfa¨rbung des Mediums erkennbar. Im Gegensatz dazu ist zu keinem Zeitpunkt
eine Verfa¨rbung im Medium unterhalb des Wildtyps, der komplementierten Mutanten
oder von makb-gfpAB erkennbar (Abb. 3.18 Unterseite).
Die Deletion von makb oder ste7 bewirkt eine verzo¨gerte Konidiophoren-
entwicklung.
Die bisherigen Beobachtungen deuten auf Verzo¨gerungen in der Entwicklung, vor al-
lem auf ein verzo¨gertes Einsetzen der Sporenbildung in den Ausschaltmutanten hin.
Die Ursache fu¨r diesen Defekt ist unbekannt. Aus diesem Grund soll dieser Pha¨notyp
im Folgenden genauer untersucht werden. Bei der Sporulation handelt es sich um einen
hoch regulierten Ablauf, bei dem viele Prozesse aufeinander aufbauen. Die einzelnen
Stadien sind dabei durch, z.T. deutliche, morphologische A¨nderungen klar voneinander
unterscheidbar (Kap. 1.2.1). Es ist daher sinnvoll, eine zeitliche Analyse der Sporula-
tion vom Wildtyp und den Mutanten anzufertigen, mit deren Hilfe anschließend eine
zeitliche sowie funktionelle Einordnung der Aufgabe der MAKB-Signalkaskade erfolgen
kann.
Wa¨hrend des radialen Koloniewachstums kommt es zu einem kontinuierliches Hyphen-
wachstum an den Koloniera¨ndern. Aus diesem Grund bietet diese Wachstumsform den
Vorteil, dass sie ab einem bestimmten Koloniealter alle Stadien der Entwicklung von
A. niger, von jungen Hyphen bis hin zu Konidiophoren, enthalten. Das Auftreten ein-
zelner morphologischer Vera¨nderungen im Verha¨ltnis zur Wachstumsfront la¨sst sich
dabei bestimmten Zeitabsta¨nden zuordnen und ermo¨glicht somit eine chronologische
Dokumentation der Vera¨nderungen in den Mutanten gegenu¨ber dem Wildtyp. Ist die
Konidiophor-Bildung in den Mutanten verzo¨gert, wird dies durch einen vergro¨ßerten
Abstand der Konidiophore zur Wachstumsfront erkennbar.
Die Umsetzung des Versuchs erfolgte auf Minimal-Medium unter Standardbedingungen
(Kap. 2.1.1). Das Festmedium wurde mittig mit einem 5 µl Tropfen (entspricht 5x105
Sporen) AB1.13, ∆makbAB und ∆ste7AB beimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C
und einem Tag-Nacht-Rhythmus fu¨r 3 Tage. Anschließend wurde die Entwicklung der
entstandenen Kolonien mit Hilfe des Binokulars in einem Winkel von 60◦ und zwei-
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facher Vergro¨ßerung mikroskopisch dokumentiert. Bei dieser Vergro¨ßerung war zum
einen gewa¨hrleistet, dass kleine Strukturen ausreichend gut aufgelo¨st wurden, zum an-
deren war die Erfassung aller Entwicklungsstufen in einem Bildausschnitt mo¨glich. Da
die Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Sta¨mme, sowie die Abmessungen der Bild-
ausschnitte bekannt sind, war es mo¨glich, das Auftreten der einzelnen morphologischen
A¨nderungen zeitlich, in Abha¨ngigkeit zur Myzelfront, anzugeben.
Das Myzel von AB1.13 beginnt nach sieben Stunden mit der Lufthyphenbildung (Abb.
3.19). Nach sieben weiteren Stunden sind die ersten, kleinen Vesikel erkennbar, die
sich in den na¨chsten fu¨nf Stunden zu vollsta¨ndigen Konidiophoren entwickeln. In ih-
rer Gesamtheit bilden die Konidiophore dabei eine Front, die parallel zum Myzelrand
verla¨uft. Die Konidiophore vergro¨ßern sich mit jeder weiteren Stunde, bis sie ihre End-
gro¨ße erreichen und das Pilzmyzel nahezu vollsta¨ndig bedecken.
In ∆makbAB wie auch in ∆ste7AB sind die ersten Lufthyphen erst nach 10 Stunden,
also drei Stunden spa¨ter als in AB1.13, erkennbar. Die ersten Konidiophore zeigen sich
nach 22 Stunden, von den Lufthyphen ausgehend fu¨nf Stunden spa¨ter als im Wildtyp.
Die Sporenko¨pfe bilden sich deutlich verstreuter, sodass keine klare Front wie beim
Wildtyp erkennbar ist. Daru¨ber hinaus bleiben die Konidiophore deutlich kleiner. In
Abb. 3.19: ∆makbAB wie auch ∆ste7AB zeigen eine verzo¨gerte und
verminderte Konidiophorentwicklung. Die Aufnahmen stellen drei Tage alte, radial
wachsende Pilzkulturen dar. Sie wurden seitlich in einem Winkel von 60◦ bei zweifacher
Vergro¨ßerung aufgenommen. Gro¨ßenstandard: 1 mm.
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Bereichen die deutlich a¨lter als 48 Stunden sind, ist sowohl im Wildtyp als auch in den
Ausschaltmutanten keine Vera¨nderung mehr erkennbar. Betrachtet man diese Zeit-
punkte, ist feststellbar, dass die Defizite nicht kompensiert werden. Folglich weisen die
Ausschaltmutanten eine allgemein verzo¨gerte Differenzierung sowie eine verschlechter-
te Konidiophor- bzw. Konidienbildung auf. Aus diesem Grund kann vermutet werden,
dass der Signalweg an der Einleitung und effektiven Ausfu¨hrung der Sporulation be-
teiligt ist.
Sporulation - ∆makb und ∆ste7 weisen eine geringere Sporulationsrate als
der Wildtyp auf.
Die Beobachtungen des optischen Pha¨notyps lassen bereits eine deutlich reduzierte
Effektivita¨t der MAP-Kinase-Mutanten, Konidien zu bilden, vermuten. Daher soll im
Folgenden die Sporulationsrate aller sechs Sta¨mme quantifiziert werden.
Die klassischen Sporen-Quantifizierungsmethode (Kap. 2.3.1) erwies sich dabei fu¨r die
Bestimmung der Konidienmenge der Mutante als ungeeignet.
Aus diesem Grund wurde eine alternative Quantifizierungsmethode etabliert, bei der ra-
dial wachsende A. niger-Kolonien verwendet wurden. Die Analyse erfolgte zu verschie-
denen Zeitpunkten, dabei wurde jeweils der Durchmesser der Kolonie zur Fla¨chenbe-
rechnung bestimmt und im Anschluss die gesamte Kolonie zur Quantifizierung der
Sporenzahl verwendet. Die Angabe der Sporen erfolgte abschließend in Sporen pro
cm2. Fu¨r den Versuch wurden Minimal-Medium Platten mit 20 µl Sporensuspension
angeimpft und bei 37◦C inkubiert. Nach 48, 72 und 96 h wurden jeweils die gesamten
Kolonien zur Ermittlung der Sporen pro cm2 vermessen und quantifiziert.
Entsprechend den Erwartungen auf Grundlage der vorangegangenen Experimente konn-
te kein Unterschied in der Konidienbildung zwischen dem Wildtyp, den komplemen-
tierten Mutanten und makb-gfpAB festgestellt werden. Dagegen war die Sporenmenge
von ∆makbAB und ∆ste7AB nach 48 Stunden auf 3% der Wildtyp-Konidienmenge
reduziert. Interessanterweise war das Verha¨ltnis der gebildeten Konidien zwischen den
Sta¨mmen nicht konstant. So stieg die Sporenmenge der Ausschaltmutanten nach 72
Stunden auf 13±1,5% und nach 96 Stunden auf 30±3% der Wildtyp-Sporenmenge,
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Abb. 3.20: ∆makbAB und ∆ste7AB weisen Sporulationsdefizite auf. Auf der
y-Achse ist die ermittelte Sporenzahl pro cm2, auf der x-Achse sind die verwendeten
Sta¨mme sowie die jeweiligen Messergebnisse nach 48, 72 und 96 h dargestellt.
wohingegen diese u¨ber den gesamten Versuchszeitraum konstant bei 3x107 Sporen pro
cm2 blieb (Abb. 3.20). Obwohl sich die Sporenmengen des Wildtyps und der Ausschalt-
mutanten im Laufe des Experiments anglichen, erreichten die Konidienmengen der
Ausschaltmutanten nie das Wildtyp-Niveau. Somit kann eine Koloniealter-abha¨ngige
Beteiligung von MAKB und STE7 an der Konidienbildung vermutet werden.
Die Sporenoberfla¨che von ∆makbAB
Die ersten Untersuchungen offenbarten eine reduzierte Sporenbildung und ein vera¨n-
dertes Erscheinungsbild der sporulierenden Kultur von ∆makbAB (Abb. 3.18). Im Fol-
genden sollte die Qualita¨t und das a¨ußere Erscheinungsbild der Sporen untersucht wer-
den. Eines der zu analysierenden Merkmale ist die Oberfla¨chenstruktur der ∆makbAB-
Sporen sowie ihr Vergleich mit der Struktur von AB1.13-Sporen. Fu¨r die Analyse
mo¨glicher morphologischer Vera¨nderungen der Sporenoberfla¨che wurden REM-Auf-
nahmen vom ∆makbAB- und AB1.13-Sporen angefertigt. Es wurden vier Tage alte Spo-
ren mit Wattesta¨bchen trocken geerntet und auf die Klebefla¨che von Pins u¨bertragen.
Die Sporen wurden im Anschluss mit Gold bedeckt und ohne weitere Behandlungen
mikroskopiert.
Die entstandenen Aufnahmen offenbarten keinerlei Unterschiede in der Oberfla¨chen-
struktur zwischen reifen AB1.13- und ∆makbAB-Sporen (Abb. 3.21). Es konnte al-
lerdings eine deutlich erho¨hte Anzahl an unreifen, glatten Sporen in den ∆makbAB-
Proben festgestellt werden, welche die zeitliche Verzo¨gerung in der Sporenentwicklung
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Abb. 3.21: REM Aufnahmen offenbaren keine Vera¨nderung der Sporenobfla¨che
von ∆makbAB gegenu¨ber AB1.13. Fu¨r die Untersuchung wurden vier Tage alte Sporen
verwendet (A,C: AB1.13; B,D: ∆makbAB). Obwohl die Sporenoberfla¨chen reifer Sporen
nicht unterscheidbar sind, war eine ho¨here Zahl an unreifen Sporen mit einer glatten
Oberfla¨che bei der Sporenanalyse der Ausschaltmutante auffa¨llig. Gro¨ßenstandard: A,B: 1
µm, C,D: 5 µm.
der ∆makbAB-Mutante zusa¨tzlich besta¨tigte (Abb. 3.21 C und D).
Die hydrophoben Eigenschaften von ∆makbAB-Sporen weisen keine Vera¨n-
derung gegenu¨ber dem Wildtyp auf.
Der Knock out von makb-Orthologen in anderen Pilzen hat zum Teil eine erhebliche
A¨nderung der hydrophoben Eigenschaften der Sporen zur Folge (Mukherjee et al. 2003).
Aus diesem Grund wird der Einfluss von MAKB auf die hydrophoben Eigenschaften
von Sporen untersucht. Fu¨r die Untersuchung wurde die Analyse des Ho¨he-zu-Breite-
Verha¨ltnisses eines Wassertropfens auf vollsta¨ndig sporulierten Oberfla¨chen gewa¨hlt.
Der Versuch erfolgt analog der im Kapitel 3.1.6 beschriebenen Durchfu¨hrung.
Die Auswertung zeigt, dass sich das Ho¨he-zu-Breite-Verha¨ltnis der Wassertropfen auf
sporulierten AB1.13 und ∆makbAB Kolonien nicht unterschied. In beiden Fa¨llen be-
tra¨gt es 1,44 zu 1 (Abb. 3.22). Demnach hat der Verlust der Kinasemakb keinen Einfluss
auf die Hydrophobizita¨t der Oberfla¨che von A. niger Sporen.
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Abb. 3.22: Die Sporenoberfla¨che von AB1.13- und ∆makbAB-Sporen weisen die
gleichen hydrophoben Eigenschaften auf. Fu¨r die Analyse der Hydrophobizita¨t wurde
ein 50 µl Wassertropfen auf die vollsta¨ndig sporulierten Kulturen gegeben.
Die Keimung von ∆makbAB- und ∆ste7AB-Sporen ist verlangsamt.
Abgesehen von der verzo¨gerten Sporenbildung sowie dem spa¨teren Vorliegen reifer Ko-
nidien wurden keine Auffa¨lligkeiten bei den Sporen von ∆makbAB und ∆ste7AB fest-
gestellt. Dennoch stellt sich die Frage, inwiefern sich die Unterbrechung des Signalwegs
auf die Keim- und Lebensfa¨higkeit der Sporen auswirkt. Um dies zu testen, wurden
Sporen von vier und acht Tage alten Kolonien in Suspension aufgenommen. Anschlie-
ßend wurden die Suspensionen stark verdu¨nnt und Tropfen aller Sta¨mme auf jeweils
eine Platte mit Minimal-Medium ausgebracht, sodass Keimungsunterschiede aufgrund
von Medieneinflu¨ssen ausgeschlossen werden konnten. Die Platten wurden bei 37◦C
inkubiert. Nach sechs bzw. acht Stunden wurden mikroskopisch Zufallsbilder von den
Konidien bzw. Keimlingen angefertigt.
Die Auswertung ergab einen deutlichen Unterschied zwischen der Keimfa¨higkeit der
AB1.13- und der ∆makbAB- bzw. ∆ste7AB-Sporen. So waren nach sechs Stunden
83±3% der Wildtyp-, aber nur 16±9% der ∆makbAB- bzw. 10±4% ∆ste7AB-Sporen
gekeimt. Die komplementierten Ausschaltmutanten wie auch der makb-gfpAB-Stamm
zeigten keine Beeintra¨chtigungen der Keimfa¨higkeit (Abb. 3.23). Bei der zweiten Quan-
tifizierung der Sporenkeimung nach acht Stunden waren 85±3% der ∆makbAB- und
84±5% der ∆ste7AB-Sporen gekeimt, was dem Wildtyp-Niveau nach sechs Stunden
entspricht. Die Unterbrechung des makb-Signalweges hat demnach eine Verzo¨gerung
der Konidienkeimung zur Folge.
Ein Unterschied zwischen der Keimfa¨higkeit der Sporen von vier und acht Tage al-
ten Kolonien konnte nicht festgestellt werden. Folglich kann ausgeschlossen werden,
dass die beobachtete Keimungsverzo¨gerung der Ausschaltmutanten auf unreife Sporen
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zuru¨ckzufu¨hren ist. Außerdem zeigte sich, dass die Sporen keine Beeintra¨chtigung in
ihrer allgemeinen Lebensfa¨higkeit haben, da, unabha¨ngig von der Zeit, vergleichbare
Sporenmengen keimten.
Abb. 3.23: ∆makbAB und ∆ste7AB weisen ein verminderte Sporenkeimung
nach sechs Stunden Inkubation auf. Die y-Achse stellt die relative Ha¨ufigkeit von
gekeimten Sporen nach sechs Stunden in Prozent dar.
Hyphen von ∆makbAB und ∆ste7AB weisen eine signifikant geringere
Wachstumsgeschwindigkeit auf.
Aus dem makroskopischen Erscheinungsbild (Abb. 3.18) sowie der verzo¨gerten Keim-
fa¨higkeit der Ausschaltmutanten ergibt sich die Frage, ob nur der letztere oder auch
andere Prozesse von A. niger, wie die Hyphenwachstumsgeschwindigkeit, verlangsamt
ablaufen. Aus diesem Grund wurde die Geschwindigkeit des Hyphenwachstums von
AB1.13, ∆makbAB, ∆ste7AB, den komplementierten Mutanten und makb-gfpAB er-
mittelt. Zur Bestimmung der Wachstumsrate wurden radia¨r wachsende Kolonien ana-
lysiert. Hierzu wurden Sporensuspensionen auf 107 Sporen pro ml eingestellt, Minimal-
Medium Platten mittig mit 20 µl der Suspension beimpft und bei 37◦C inkubiert.
Der Referenzpunkt wurde nach 48 h, das Wachstum ab diesen Zeitpunkt entlang der
Zentralen alle 24 h markiert (Kap. 2.3.3).
Bei der Quantifizierung konnte eine 10% Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit
der Myzelfront von ∆makbAB und ∆ste7AB gegenu¨ber allen Vergleichssta¨mmen ge-
messen werden. Ein Einfluss der Keimungsverzo¨gerung wurde durch eine 48 stu¨ndige
Inkubation der Kolonien vor Festlegung des Startpunktes ausgeschlossen (Abb. 3.24).
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Der MAKB MAP-Kinaseweg beeinflusst somit nicht nur den Keimungszeitpunkt der
Konidien, sondern ist auch in den allgemeinen Wachstumsprozessen von A. niger-
Hyphen involviert.
Abb. 3.24: ∆makbAB und ∆ste7AB zeigen ein um 10% (0,4 mm/d ± 0,1 mm)
reduziertes Hyphenwachstum gegenu¨ber AB1.13. Die y-Achse stellt die
Wachstumsgeschwindigkeit in mm pro Tag da. Die Skala ist auf den Bereich von drei bis 5
mm verku¨rzt.
Die Deletion von makb und ste7 hat keine Auswirkungen auf die Fa¨higkeit
zur Hyphenfusion.
Hyphen von A. niger sind in der Lage, miteinander zu fusionieren und somit ein Netz-
werk aus miteinander verbundenen Kompartimenten zu bilden. In einigen filamento¨sen
Pilzen konnte eine Beteiligung der MAKB-orthologen Kinase an diesen Fusionsereignis-
sen nachgewiesen werden. Dagegen ist in A. niger der Prozess der Hyphenfusion bisher
nicht beschrieben. Die Fusionsereignisse finden wahrscheinlich vor allem in a¨lteren Be-
reichen von Kolonien statt, in denen die Hyphen vielschichtig u¨bereinander liegen und
somit eine Analyse erschweren. Aus diesem Grund erfolgte auch keine quantitative Ana-
lyse der Fusionsha¨ufigkeit der Mutanten, sondern nur eine U¨berpru¨fung, ob ∆makbAB
bzw. ∆ste7AB u¨berhaupt noch in der Lage sind zu fusionieren.
Der Grundgedanke des Versuchs beruht auf der Bildung von Heterokaryen. Beide
homokaryotischen Fusionspartner ko¨nnen dabei einen fu¨r das Wachstum essentielle
Selektionsfaktor, in diesem Fall ist dies die Hygromycin-Resistenz bzw. die Uridin-
Prototrophie, synthetisieren. Die fusionierten Myzele der beiden Sta¨mme ko¨nnen dem-
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nach auf Hygromycin-haltigem Medium ohne Uridin wachsen, die homokaryotischen
Ausgangssta¨mme dagegen nicht.
Fu¨r den Versuch wurde die Sta¨mme ∆alb1AB, makb-gfpAB, ∆makbAB und ∆ste7AB
verwendet. ∆alb1AB und ∆makbAB sind Hygromycin-resistent, beno¨tigen aber Uridin
zumWachsen undmakb-gfpAB und ∆ste7AB sind Uridin-Prototroph und Hygromycin-
sensitiv. Die Sta¨mme ∆alb1AB und makb-gfpAB ko¨nnen im Bezug auf Fusionsfragen
als Wildtyp-Sta¨mme angesehen werden.
Zur Gewinnung von Biomasse wurden Flu¨ssigkulturen unter idealen Wachstumsbedin-
gungen mit Sporen der jeweiligen Sta¨mme beimpft. Im Anschluss wurde das Myzel der
unterschiedlichen Sta¨mme einzeln, mit dem jeweiligen Fusionspartner vermischt und
auf Minimal-Medium mit 200 µg/ml Hygromycin u¨bertragen. Nach drei Tagen Inku-
bation zeigten alle Ansa¨tze ein vergleichbares, deutliches Wachstum (Abb. 3.25). Die
homokaryotischen Myzelproben wiesen dagegen nur ein sehr geringes Wachstum von
1-2 mm auf, welches auf eine Restaktivita¨t der Hyphen aufgrund der Na¨hrstoffe aus
der Flu¨ssigkultur zuru¨ckgefu¨hrt werden kann.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Unterbrechung des MAKB-Signalwegs keinen vollsta¨n-
digen Verlust der Fa¨higkeit zur Hyphenfusion in A. niger zur Folge hat. Eine Aussage
u¨ber die Ha¨ufigkeit und Effizienz der Fusionen in den Mutante ist allerdings nicht
mo¨glich.
Abb. 3.25: Es sind keine Unterschiede in der Fa¨higkeit zur Hyphenfusion
zwischen Wildtyp und ∆makbAB bzw. ∆ste7AB erkennbar. Dargestellt ist das
Hyphenwachstum der angegebenen Fusionspartner auf Selektionsmedium nach drei Tagen
Inkubation.
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Die Pelletmorphologien von AB1.13, ∆makbAB und ∆ste7AB unterschei-
den sich nicht.
Ein Grund fu¨r die Herstellung und Analyse von ∆makbAB und ∆ste7AB waren die
Beschreibungen von einem apolaren Hyphenwachstum im Zusammenhang mit der Un-
terbrechung von MAK-Kinase-Signalwegen in A. niger (Bruno et al. 2009). Solche
morphologischen Vera¨nderungen sind vor allem fu¨r biotechnologische Anwendungen
von Bedeutung, da sie einen erheblichen Einfluss auf die Sekretion von Metaboliten
haben ko¨nnen.
Die Auswirkungen der Ausschaltung der Kinasen auf die Pelletbildung von A. niger
wurde daher in Flu¨ssigmedium zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert. Fu¨r die
Untersuchung wurden 107 Sporen/ml von AB1.13 bzw. von den Ausschaltmutanten in
50 ml Minimal-Medium bei 37◦C und 80 UpM inkubiert. Die Morphologie der Pellets
wurde regelma¨ßig dokumentiert, wobei ein besonderer Fokus auf deren Randbereich ge-
legt wurde, aus denen kontinuierlich junge Hyphen herauswachsen. Bei den mikroskopi-
schen Untersuchungen konnten dabei zu keinem Zeitpunkt reproduzierbare Unterschie-
de zwischen der Morphologie der AB1.13- und den ∆makbAB- bzw. ∆ste7AB-Pellets
festgestellt werden (Abb. 3.26).
Somit sind die Kinasen MAKB und STE7 in A. niger wahrscheinlich nicht an morpho-
logischen Entwicklungsprozessen in Flu¨ssigkultur beteiligt.
Abb. 3.26: Die Pelletmorphologie von AB1.13, ∆makbAB und ∆ste7AB
unterscheidet sich zu keinem Zeitpunkt. Die Aufnahmen erfolgten 24 (A-C) und 48
Stunden (D-F) nach Inkubationsbeginn. A, D: AB1.13, B, E: ∆makbAB und C,F:
∆ste7AB. Sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch sind keine Unterschiede in
Erscheinungsbild zwischen den Sta¨mmen erkennbar. Gro¨ßenstandard: Makroskopisch 1 cm,
Mikroskopisch 25 µm.
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3.2.4 Na¨hrstoff- und Zelldichte-abha¨ngige Induktion der
Sporenbildung
Die Ergebnisse der vorangegangenen Kapitel haben gezeigt, dass sich die Deletion von
makb bzw. ste7 vor allem auf die Sporulation auswirkt. Dabei wurde kein vollsta¨ndiger
Verlust, sondern eine Verminderung und eine Verzo¨gerung der Sporenbildung beobach-
tet. Dies deutet darauf hin, dass der makb-Signalweg an der Sporenbildung beteiligt
ist, selbst aber keinen essentiellen Bestandteil der Sporulation darstellt.
Es ist bekannt, dass die Sporenbildung in Pilzen durch verschiedene Faktoren einge-
leitet werden kann. So fo¨rdert u.a. Stickstoffmangel die Konidienbildung in N. crassa
(Schmit und Brody 1976, Gimeno et al. 1992). In A. nidulans fu¨hrt Na¨hrstoffmangel
zur Expression des brlA-Gens. BrlA induziert und reguliert als Transkriptionsfaktor
die Konidienbildung nicht nur in A. nidulans sondern z.B. auch in A. oryzae (Skromne
et al. 1995, Chang und Timberlake 1993).
In Kolonien mit einer ausreichenden Na¨hrstoffversorgung wird die Konidienbildung
dagegen beim Erreichen einer bestimmten Myzeldichte induziert. In A. flavus, A. para-
siticus und A. nidulans wurden Linolsa¨ure und deren Derivate als wichtige Bestandteile
dieses Prozesses identifiziert. Die Sa¨uren werden dabei von den Hyphen kontinuierlich
sekretiert und ko¨nnen von Rezeptoren auf der Oberfla¨che der Hyphen wahrgenommen
werden. Mit steigender Myzeldichte erho¨ht sich die Konzentration der Sa¨uren, wodurch
es ab dem Erreichen einer bestimmten Grenzkonzentration zur Aktivierung einer Si-
gnalkaskade und dadurch zur Induktion der Konidiogenese kommt (Brown et al. 2009,
Calvo et al. 2002).
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass mindestens zwei Signalwege fu¨r die In-
duktion der Sporenbildung in A. niger existieren, wobei ein Signalweg durch Hunger,
der andere durch die Myzeldichte aktiviert wird. Wir gehen davon aus, dass MAKB
an einem dieser Signalwege beteiligt ist, aus diesem Grund sollten im Folgenden un-
terschiedliche Hypothesen zum Beitrag von MAKB an der Sporenbildung in A. niger
getestet werden.
I. MAKB wird durch Na¨hrstoffmangel aktiviert.
Hypothese: Die MAP-Kinase MAKB ist an der Wahrnehmung der zur Verfu¨gung
stehenden Na¨hrstoffmenge beteiligt. Bei dieser Hypothese wird angenommen, dass die
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Sporulation in A. niger durch MAKB bei Na¨hrstoffmangel induziert wird.
Experiment: Fu¨r die Untersuchung der Hypothese bieten sich zum einen radial wach-
sende Kolonien auf Festmedium mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen an. Der
Abstand zwischen Konidiophor- und Wachstumsfront dient dabei als Maß zur Bestim-
mung einer zeitlichen Vera¨nderung der Induktion der Konidienbildung.
Ebenfalls geeignet fu¨r die Untersuchung der Fragestellung ist synchronisiertes Myzel.
Da die Sporenbildung bei dieser Kultivierungsform nicht kontinuierlich in einzelnen
Bereichen des Myzels, sondern zeitgleich in der gesamten Kolonie erfolgt, ist das Ein-
setzen der Sporenbildung besonders deutlich erkennbar. Eine zeitliche Vera¨nderung
wird entsprechend nicht durch die Analyse einer einzelnen Kolonie, sondern durch den
Vergleich zweier Kulturen auf Mediun mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen
sichtbar.
Erwartung: Trifft die Hypothese zu, sollte der Wildtyp bei schlechter Na¨hrstoffver-
sorgung die Konidienbildung fru¨her induzieren als auf Medium mit einer hohen Na¨hr-
stoffkonzentration. Da die ∆makbAB bzw. ∆ste7AB-Mutanten entsprechend der Hy-
pothese die Na¨hrstoffkonzentration nicht wahrnehmen ko¨nnen, sollte die Induktion der
Sporenbildung ausschließlich von der Myzeldichte abha¨ngen und somit unabha¨ngig von
der Na¨hrstoffkonzentration auf allen Medien zu vergleichbaren Zeiten einsetzen.
II. MAKB wird beim Erreichen einer bestimmten Myzeldichte aktiviert.
Hypothese: Die MAP-Kinase MAKB ist an der Wahrnehmung der Myzeldichte betei-
ligt. Bei dieser Hypothese wird angenommen, dass dermakb-Signalweg in A. niger beim
Erreichen einer definierten Myzeldichte aktiviert wird und anschließend die Induktion
der Sporenbildung erfolgt.
Experiment: Fu¨r die Untersuchung der Hypothese bieten sich die gleichen Experi-
mentellen Ansa¨tze wie bei der ersten Hypothese an.
Erwartung: Ist MAKB an der Wahrnehmung der Myzeldichte beteiligt, sollte die Spo-
renbildung im Wildtyp, unabha¨ngig von der Na¨hrstoffversorgung, bei allen Ansa¨tzen
mit dem Erreichen der Myzel-Grenzdichte einsetzen. Dies sollte, abha¨ngig von der
Wachstumsgeschwindigkeit bei den unterschiedlichen Na¨hrstoffbedingungen, relativ syn-
chron erfolgen. Die Ausschaltmutanten ko¨nnen, entsprechend der Hypothese, die My-
zeldichte nicht wahrnehmen. Die Sporenbildung sollte folglich ausschließlich durch
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Na¨hrstoff-mangel induziert werden. Daher wird erwartet, dass die Konidienbildung
in den Ausschaltmutanten mit steigender Glukosekonzentration zunehmend verzo¨gert
erfolgt bzw. vollsta¨ndig unterdru¨ckt wird.
III. In den Ausschaltmutanten ist die Sporulation unabha¨ngig von der Na¨hr-
stoffversorgung und der Myzeldichte beeintra¨chtigt.
Hypothese: MAKB ist weder an der Erkennung von Na¨hrstoffen noch an der Wahr-
nehmung der Myzeldichte beteiligt. Die MAP-Kinase u¨bernimmt stattdessen andere,
unbekannte regulatorische Funktionen, sodass die Unterbrechung des MAKB-Signalweges
in A. niger aufgrund von Sekunda¨reffekten zu einer allgemein verzo¨gerten und vermin-
derten Sporenbildung fu¨hrt.
Experiment: Fu¨r die U¨berpru¨fung der Hypothese ko¨nnen die gleichen Experimente
wie fu¨r die anderen Hypothesen verwendet werden.
Erwartung: Ist MAKB weder an der Myzeldichteerkennung noch an der Na¨hrstoff-
wahrnehmung beteiligt, sollte die Sporenbildung in den Mutanten immer in gleicher
Weise verzo¨gert zum Wildtyp einsetzen. Bei der Auswertung du¨rfen dabei immer nur
Kulturen auf Medium mit identischen Na¨hrstoffbedingungen miteinander verglichen
werden.
Fu¨r die Untersuchung der Hypothesen wurden zwei verschiedene Ansa¨tze verwendet.
Im Folgenden werden daher zuerst Durchfu¨hrung und Ergebnisse der Auswertung von
radial wachsenden Kolonien und im Anschluss das synchronisierte Myzelwachstum be-
schrieben.
Fu¨r beide Versuchsreihen wurden Minimal-Medium-Platten mit Glukosekonzentratio-
nen zwischen 0,0125 und 3,2 M hergestellt, wobei die Menge an Glukose von einer
Konzentrationsstufe zur na¨chst ho¨heren jeweils verdoppelt wurde.
Fu¨r die Analyse der Konidiophorentwicklung radial wachsender Kolonien wurden die
Platten mittig mit 20 µl einer Suspension aus 107 Sporen pro ml angeimpft und bei
37◦C unter einem 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach
96 h optisch, sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch.
AB1.13 wies dabei unabha¨ngig von der Glukosekonzentration einen relativ konstanten
Abstand zwischen der Myzel- und der Sporulationsfront auf und auch die Sporula-
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tion selbst setzte unabha¨ngig von der Glukosekonzentration zu vergleichbaren Zeiten
ein(Abb. 3.27 A). Dagegen vergro¨ßerte sich bei den Mutanten der Abstand zwischen
der Myzel- und der Sporulationsfront mit steigender Glukosekonzentration deutlich.
Ab einer Konzentration von 0,8 M war sowohl bei ∆makbAB als auch in ∆ste7AB
keine Sporenbildung mehr feststellbar (Abb. 3.27 B, C). Im Gegensatz dazu war unter-
halb einer Glukosekonzentration von 0,025 M mikroskopisch anna¨hernd keine Differenz
zwischen der Sporulationsfront des Wildtyps und der Mutanten erkennbar (Abb. 3.27
B, C II).
Die Untersuchungen mit synchronisiertem Myzel erfolgten auf identisch hergestellten
Minimal-Medium-Platten mit Glukosekonzentrationen zwischen 0,0125 und 3,2 M. Das
feste Medium wurde mit 20 ml einer Suspensionen aus flu¨ssigem Minimal-Medium und
105 Sporen pro ml u¨berschichtet und fu¨r 24 h bei 37◦C inkubiert, sodass sich ein
submerses, undifferenziertes Myzel entwickeln konnte (Kap. 2.4.1). Zum Einleiten der
Differenzierung wurde im Anschluss an die submerse Kultivierung das flu¨ssige Medium
vollsta¨ndig abgenommen. In der nun aeroben Kultivierung fa¨ngt das Myzel ab diesem
Zeitpunkt mit der Differenzierung an. Nach 24 h, 48 h und 72 h wird die Entwick-
lung dokumentiert, außerdem werden Proben definierter Gro¨ße zur Quantifizierung der
Sporenzahl entnommen. Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(Kap.2.3.1).
Alle Proben, die auf Medium mit einer geringen Na¨hrstoffverfu¨gbarkeit von 0,0125
bis 0,2 M Glukose wuchsen, zeigten nach 24 h eine makroskopisch erkennbare leich-
te Braunfa¨rbung, was auf eine einsetzende, schwache Sporulation hindeutet. Dagegen
zeigten weder der Wildtyp noch die Mutanten, die auf Medien mit 0,4 bis 3,2 M Glukose
wuchsen, erkennbare Verfa¨rbungen (Abb. 3.28 B). Die Quantifizierung der Sporenmen-
ge besta¨tigte die makroskopischen Beobachtungen und zeigte, dass mit zunehmender
Glukosekonzentration die produzierte Sporenmenge nach 24 h abnimmt und ab ei-
ner Glukosekonzentration von 1,6 M gegen Null tendiert. Die Menge der von Wildtyp
und den Ausschaltmutanten hervorgebrachten Sporen unterscheidet sich dabei nicht
wesentlich (Abb. 3.28 C).
Nach 48 h kann eine parallel zur Glukosekonzentration zunehmende Dunkelfa¨rbung
fu¨r AB1.13 beobachtet werden. Bei geringer Glukoseverfu¨gbarkeit bis 0,1 M verhalten
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Abb. 3.27: Vergleich der Sporulation radia¨r wachsender Kolonien von A. niger
Wildtyp, ∆makbAB und ∆ste7AB auf Minimal-Medium mit unterschiedlichen
Glukosekonzentrationen nach 96 h. Die Randbereiche der Kolonien auf Medium mit
0,0125, 0,1, 0,4 und 1,6 M Glukose sind 10-fach vergro¨ßert dargestellt. Die
Sporulationsfronten sind in den Vergro¨ßerungen durch rote, vertikale Linie markiert. Die
Differenz der Sporulationsfronten der Ausschaltmutanten zu der des Wildtyps wird durch
horizontale Linien verdeutlicht (A-C, II). D: Radiale Wachstumsgeschwindigkeit der
Kolonien bei den jeweiligen Glukosekonzentrationen. Gro¨ßenstandard: A-C I: 1 cm, A-C II:
1 mm.
sich die Ausschaltmutanten und der Wildtyp identisch und sind makroskopisch nicht
voneinander unterscheidbar. Ab einer Konzentration von 0,2 M Glukose vera¨ndert sich
das Verhalten der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. So verminderte sich mit zuneh-
mender Glukosekonzentration die Dunkelfa¨rbung, sodass ab einer Konzentration von
1,6 M Glukose das Myzel vollsta¨ndig weiß erscheint (Abb. 3.28 D). Die Quantifizierung
der Sporenzahl besta¨tigte die Beobachtungen. Außerdem ist bei geringen Glukosekon-
zentrationen kein Unterschied bei der Sporenmenge zwischen dem Wildtyp und den
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Mutanten erkennbar, was ebenfalls die makroskopischen Beobachtungen besta¨tigt. Mit
steigender Glukosekonzentration nimmt die Sporenzahl der Wildtyp-Kolonien erheb-
lich zu, wogegen die Sporenzahl der Mutanten bis zu einer Glukosekonzentration von
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Abb. 3.28: Die Sporenbildung von ∆makbAB und ∆ste7AB wird durch hohe
Glukosekonzentrationen inhibiert. Die Bereiche B, D und F repra¨sentieren Ausschnitte
von synchronisiert wachsendem Myzel (Kap. 2.4.1). Die einzelnen Kacheln stellen, wie in A
dargestellt, Ausschnitte von mit Myzel bewachsenen Platten dar. Die Bereiche C, E und G
sind Quantifizierungen der Sporenmenge pro cm2 der entsprechenden Kolonien.
1,6 M konstant bleibt, bei 3,2 M aber weiterhin gegen Null tendiert (Abb. 3.28 E).
Die Messungen nach 72 h besta¨tigen die 48 h Daten. Im Bereich geringer Glukose-
konzentration ist kein Unterschied zwischen den Sta¨mmen erkennbar, bei sehr hohen
Konzentrationen ist der Unterschied dagegen enorm. Die Grenze, ab der sich die Er-
scheinungsbilder deutlich trennen, verschiebt sich allerdings von 0,2 auf 0,8 M Glukose
(Abb. 3.28 F). Die Quantifizierung der Wildtyp-Sporenzahl besta¨tigt ebenfalls den Ver-
lauf der 48 h Ergebnisse. Fu¨r die Mutanten ist mit steigender Glukosekonzentration
eine tendenziell leichte Steigerung der Sporenzahl erkennbar, abschließend bleibt der
Einbruch der Sporulation aber weiterhin signifikant (Abb. 3.28 G).
Im Folgenden sollten nun die Ergebnisse mit den Erwartungen der unterschiedlichen
Hypothesen Verglichen werden.
I. Hypothese
Eine gro¨ßere Sporenmenge bzw. das fru¨here Einsetzen der Sporenbildung bei geringen
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im Vergleich zu ho¨heren Glukosekonzentrationen, war die Erwartung fu¨r den Wild-
typ bei dieser Hypothese. Die Mutanten sollen dagegen keinerlei Vera¨nderungen bei
der Sporenbildung in Abha¨ngigkeit von der Glukosemenge erwartet. Da die Ergebnisse
diesen Erwartungen vollsta¨ndig widersprechen, kann die Hypothese abgelehnt werden.
MAKB ist demnach in A. niger nicht an der na¨hrstoffabha¨ngigen Induktion der Spo-
renbildung beteiligt.
II. Hypothese
Die zweite Hypothese geht von einer Beteiligung der MAP-Kinase an der Myzeldichte-
abha¨ngigen Induktion der Sporenbildung aus. Dabei wurde vermutet, dass die Glu-
koseversorgung keinen wesentlichen Einfluss auf die Sporenbildung des Wildtyps hat,
wohingegen die Sporulation in den Mutanten mit steigenden Konzentrationen an Glu-
kose verzo¨gert und/oder vermindert einsetzen sollte. Unsere Ergebnisse besta¨tigen die
Erwartung weitestgehend, nur bei sehr geringen Glukosekonzentrationen wichen die
Ergebnisse von der Hypothese ab. Die Abweichungen sind wahrscheinlich durch den
eingehendst genannten, hungerinduzierten Signalweg zu erkla¨ren, der, noch vor er-
reichen der Grenz-Myzeldichte, die Sporenbildung induzierte. Dies wu¨rde außerdem
erkla¨ren, weshalb bei den geringen Glukosemengen kein Unterschied zwischen Widtyp
und Mutanten erkennbar war. Somit kann davon ausgegangen werden, dass MAKB an
der Myzeldichte-abha¨ngigen Induktion der Sporenbildung beteiligt ist und der zweite
Signalweg, der in den Ausschaltmutanten die Sporenbildung induziert, ausschließlich
durch Hunger aktiviert werden kann. Um dies weiterfu¨hrend zu kla¨ren, wurden die Aus-
wirkungen von Hunger auf die Sporenbildung in Kapitel 3.2.5 weiterfu¨hrend untersucht.
III. Hypothese
Die Hypothese vermutete einen allgemeinen, Na¨hrstoff- und Myzeldichte-unabha¨ngigen
Einfluss von MAKB auf die Sporenbildung. Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen
kann diese Hypothese abgelehnt werden.
Auswirkung von osmotischem Stress auf die Entwicklung von Aspergillus
niger
Die Unterdru¨ckung der Differenzierung und der Konidienbildung von ∆makbAB und
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∆ste7AB auf Medium mit hohen Glukosekonzentrationen war ein unerwartet deutli-
cher Pha¨notyp. Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob dieser Pha¨notyp wie
von uns prognostiziert von der Na¨hrstoffversorgung, oder durch osmotischen Stress ver-
ursacht wird. Zu diesem Zweck wurden zu Standard-Minimal-Medium 11,7 bzw. 23,4
g/l Natriumchlorid gegeben. Die eingesetzte Salzmenge verursacht dabei einen osmo-
tischen Druck der 0,4 bzw. 0,8 M Glukose im Medium entspricht. Fu¨r den Versuch
wurde das Festmedium mittig mit 105 Sporen pro ml beimpft und fu¨r vier Tage bei
37◦C inkubiert.
Nach der Inkubation war bei allen Kolonien eine deutliche Sporenbildung erkennbar
(Abb. 3.29). Im direkten Vergleich der einzelnen Sta¨mme mit ihren jeweiligen Kolo-
nien auf Medium mit 0,4 bzw. 0,8 M Glukose wird deutlich, dass der beobachtete
Pha¨notyp nicht auf osmotischen Stress, ausgelo¨st durch die hohen Glukosekonzentra-
tionen, zuru¨ckzufu¨hren ist.
Abb. 3.29: Entwicklung von AB1.13, ∆makbAB und ∆ste7AB auf Medium mit
einem osmotischem Druck von 0,4 bzw. 0,8 osmol/l. Als osmotisch aktive
Substanzen wurde zum einen Glukose, zum anderen Natriumchlorid eingesetzt.
Myzelwachstum unter Standardbedingungen ist in Abb. 3.27 (A-C/I, 0,05 M Glukose)
dargestellt.
3.2.5 Die Bildung von Konidien wird in Flu¨ssigkultur durch
Hungerstress induziert
In diesem Abschnitt sollte u¨berpru¨ft werden, ob die von den vorangegangenen Ergeb-
nissen abgeleitete These, dass in A. niger zwei voneinander unabha¨ngige Wege fu¨r die
Induktion der Sporulation existieren, zutrifft. Entsprechend der Hypothese sollte ei-
ner der Wege dabei unabha¨ngig von MAKB die Sporenbildung induzieren, wobei als
Signal Na¨hrstoffmangel vermutet wird. Ausgehend von zwei Vero¨ffentlichungen wur-
de diese Annahme im Folgenden u¨berpru¨ft. Die erste Beobachtung besagt, dass A.
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niger in Flu¨ssigkultur nicht differenziert und demnach auch nicht sporuliert. Diese
Eigenschaft wurde in dieser Arbeit bereits fu¨r die Synchronisierung von Myzel aus-
genutzt (Cochrane 1958). Die zweite Vero¨ffentlichung beschreibt, dass A. niger unter
stickstoﬄimitierten Bedingungen in Flu¨ssigkultur, entgegen seines u¨blichen Verhaltens,
Sporenko¨pfchen und Sporen bildet. Es war dabei irrelevant, ob das Myzel als Pellet
oder als disperses Myzel vorliegt. Die Myzeldichte scheint demnach keinen Einfluss auf
die submerse Sporenbildung zu haben (Galbraith und Smith 1969).
Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen und den Erkenntnissen aus den Vero¨ffentlich-
ungen wird nun postuliert, dass sowohl AB1.13 als auch die Mutanten ∆makbAB und
∆ste7AB in Flu¨ssigkultur Sporenko¨pfe und Sporen bilden, wenn sie unter Stickstoff-
bzw. allgemeinen Na¨hrstoffmangel leiden.
Der Versuch wurde, den Vorgaben entsprechend, in flu¨ssig Schu¨ttelkulturen durch-
gefu¨hrt. Es wurden in regelma¨ßigen Absta¨nden Pellets entnommen und mikroskopisch
auf Konidiophor- bzw. Konidienbildung untersucht.
Abb. 3.30: Hungerstress induziert Konidienbildung in Flu¨ssigkultur unabha¨ngig
von MAKB. In allen Sta¨mmen bewirkt Na¨hrstoffmangel eine fu¨r Aspergillus niger
atypische Konidiophor- und Konidienbildung. A) AB1.13, B) ∆makbAB, C) ∆ste7AB.
Gro¨ßenstandard: 10 µm.
Alle Proben bildeten u¨ber dem gesamten Versuchszeitraum in Form und Anzahl ma-
kroskopisch und mikroskopisch nicht unterscheidbare Pellets. Sowohl die Kulturen von
AB1.13 als auch die der beiden Mutanten ∆makbAB und ∆ste7AB zeigten nach
fu¨nfta¨giger Inkubation eine bra¨unliche Verfa¨rbung des Kulturmediums. Bei der mikro-
skopischen Analyse wurden in allen Proben Konidiophore und Konidien nachgewiesen.
Auffa¨llig dabei waren erhebliche pha¨notypische Unterschiede im Erscheinungsbild der
einzelnen Konidiophore in den Kulturen (Abb. 3.30), wobei diese Variationen in allen
Proben auftaten.
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Die Ergebnisse dieses Experiments legen die Vermutung nahe, dass die Hypothese der
Existenz eines zweiten, MAKB-unabha¨ngigen und durch Na¨hrstoﬄimitierung induzier-
ten Signalweges fu¨r die Einleitung der Sporenbildung in A. niger zutrifft.
3.2.6 Bestimmung der minimalen Glukose-Konzentration fu¨r die
MAKB induzierte Konidienbildung
Die Ergebnisse der vorangegangenen Kapitel zeigten, dass die Sporenbildung bei Na¨hr-
stoffmangel MAKB unabha¨ngig induziert werden kann. Aus den Daten von Kapitel
3.2.4 ist auch ersichtlich, dass es eine Grenzkonzentration an Glukose gibt, die un-
terschritten werden muss, um den alternativen Mechanismus der Sporeninduktion zu
aktivieren. Diese Konzentration muss unterhalb von 0,2 M liegen, da zu Inkubations-
beginn ∆makbAB und ∆ste7AB nicht in der Lage waren, oberhalb dieser Grenze im
gleichen Maße wie AB1.13 die Sporenbildung zu induzieren. Mit Hilfe der Ausschalt-
mutanten sollte es daher mo¨glich sein, die Grenzkonzentration zu bestimmen, ab der
die Sporulation MAKB unabha¨ngig induziert wird.
Fu¨r die Analyse musste die Glukosekonzentration sowie die Sporenzahl zu identischen
Zeitpunkten bestimmt werden. Die ermittelte Glukosemenge beim Einsetzen der Sporu-
lation entspricht bei diesem Versuchsaufbau der Grenzkonzentration fu¨r die zweite,
MAKB unabha¨ngige Induktion der Sporenbildung.
Die Durchfu¨hrung des Versuchs erfolgte in Glasro¨hrchen. Diese wurden mit 5 ml einer
Suspension aus Minimal-Medium mit 200 bzw. 400 mM Glukose und 106 Sporen pro ml
beimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C. Da die Sporen absinken, am Boden keimen,
die Hyphen anschließend nach oben wachsen und erst am zweiten Tag eine schwim-
mende Myzelmatte auf dem Flu¨ssigmedium bilden, erfolgte die erste Probenname 48
Stunden nach Versuchsbeginn. Fu¨r die Analyse der Glukosekonzentration wurden 200
µl Medium unmittelbar unterhalb des Myzels abgenommen. Die verbleibende Kultur
wurde im Anschluss durch Vortexen homogenisiert und die Sporenzahl bestimmt. Auf-
grund des Homogenisierens konnte jeder Probenansatz nur einmal verwendet werden,
daher musste fu¨r jeden Analysezeitpunkt ein neues Probenro¨hrchen verwendet werden.
Bei einer Anfangskonzentration von 200 mM Glukose waren nach zwei Inkubations-
tagen noch mindestens 160 mM Glukose im Medium, eine Sporenbildung war nicht
erkennbar. Nach drei Tagen sank die Glukosekonzentration sowohl der ∆makbAB als
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auch der ∆ste7AB Probe auf 115-130 mM und die Sporenbildung setzt ein (Abb. 3.31,
links).
Bei einer Anfangskonzentration von 400 mM Glukose waren in der ∆ste7AB-Probe
beim Einsetzen der Sporenbildung am vierten Tag noch 150 mM Glukose vorhanden.
In der ∆makbAB Probe wurden am fu¨nften Tag erstmals Sporen nachgewiesen, zu
diesem Zeitpunkt befanden sich 130 mM Glukose im Medium der Probe(Abb. 3.31,
rechts).
Sowohl das Myzel von ∆makbAB als auch das Myzel von ∆ste7AB begann demnach
mit der Sporenbildung beim Unterschreiten einer Glukosekonzentration von 110-150
mM Glukose im Medium, unabha¨ngig von der Anfangskonzentration.
A. nigers MAKB-unabha¨ngiger Signalweg fu¨r die Induktion der Sporenbildung ist dem-
nach na¨hrstoffabha¨ngig, von den Umgebungsbedingungen unabha¨ngig und wird beim
Unterschreiten einer Glukosekonzentration von 110-150 mM aktiviert.
Abb. 3.31: Die Sporenbildung in ∆makbAB und ∆ste7AB setzt unabha¨ngig
vom Myzelalter beim Unterschreiten einer Glukosekonzentration von 110-150
mM ein. Die oberen Diagramme stellen die Glukosekonzentrationen in Minimal-Medium,
die unteren die vom Myzel bei der jeweiligen Konzentration gebildete Sporenmengen da.
Untereinander angeordnete Balken repra¨sentieren die gleiche Probe.
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3.2.7 Herstellung von makb-gfp-Sta¨mmen
Um eine Verbindung zwischen den beobachteten Pha¨notypen und der Expression bzw.
Akkumulation der Kinase MAKB zu bekommen, wurde diese mit GFP markiert. Fu¨r
die Lokalisierung wurden zwei unterschiedliche Strategien angewandt. Zum einen wur-
de makb am urspru¨nglichen Genort mit der gfp-Gensequenz erga¨nzt, zum anderen
wurde eine zusa¨tzliche Kopie von makb, wieder erga¨nzt mit der gfp-Sequenz, unter
Kontrolle des konstitutiv aktiven Ppki1 Promotors, ektopisch eingebracht. Beide Vor-
gehensweisen bieten Vorteile. Nutzt man den nativen Promotor eines Gens und bela¨sst
dieses am urspru¨nglichen Genort, stimmt die beobachtete Expression mit der nativen
u¨berein. Daher ko¨nnen Fehllokalisierungen, verursacht durch die U¨berexpression von
MAKB, ausgeschlossen werden. Der große Nachteil nativer Promotoren ist ihre zumeist
schwache Expression, die eine Lokalisierung erschwert oder unmo¨glich machen kann.
Aus diesem Grund werden Proteine ha¨ufig unter der Kontrolle konstitutiv aktiver Pro-
motoren u¨berexprimiert. Der Vorteil dieser Methode ist die gute Detektierbarkeit der
GFP-Signale, die Nachteile sind allerdings mo¨gliche Fehllokalisierungen sowie die Ex-
pression der Proteine in Entwicklungsstadien der Zellen, in denen sie normalerweise
nicht exprimiert werden. Aus diesem Grund sind Aussagen von Lokalisierungsmustern,
die mit Hilfe von U¨berexpressionssta¨mmen gewonnen werden, nur in Verbindung mit
Daten aus Lokalisierungsstudien mit nativ exprimierten Protein aussagekra¨ftig. Die in
dieser Arbeit hergestellten und fu¨r Lokalisierungsuntersuchungen relevanten Sta¨mme
sind in der Tabelle 3.2 dargestellt.
Tab. 3.2: Fu¨r Lokalisierungsstudien verwendete, makb-gfp markierte Aspergillus
niger-Sta¨mme
Name Genotyp
makb-gfpAB AB1.13 makb-gfp; pyrG+
Ppki1 -makb-gfpAB AB1.13 Ppki1-makb-gfp-Tgla
Fu¨r die Herstellung des makb-gfpAB Stammes wurde, analog zum Ausschalten von Ge-
nen, eine
”
Knock-in“-Strategie verwendet (Abb. 5.31). Hierfu¨r wurde mit den Primern
mak-b-Yeast-For und mak-b-gfp-Rev 800 bp des 3’Bereichs von makb ohne Stoppcodon
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amplifiziert. Als Template diente genomische DNA aus AB1.13. Des Weiteren wurde
mit den Primern gfp-mak-b-For und gfp-pyrG-Rev das 720 bp lange gfp-Gen und mit
den Primern pyrG-gfp-For und pyrG-mak-b-3’-Rev das 884 bp lange pyrG-Gen plus 476
bp der pyrG-Promotorsequenz amplifiziert. Fu¨r die Erzeugung der beiden Fragmente
diente der Vektor pARAn37-gfp als Template. Als letztes noch beno¨tigte Fragment
wurde mit den Primern mak-b-3’-pyrG-For und mak-b-3’-Yeast-Rev ein 950 bp lan-
ges Fragment der makb
”
Downstream“-Sequenz isoliert, als Template diente wieder
genomische AB1.13-DNA. Alle Primer besitzen U¨berha¨nge zu den angrenzenden Frag-
menten, sodass diese, nachdem sie zusammen mit dem linearisierten Vektor pRS426
in die Hefe FY834 transformiert wurden, von dieser zusammengefu¨gt werden konn-
ten. Die vollsta¨ndige, 3850 bp große
”
Knock-in“-Kassette wurde mit den a¨ußeren Pri-
mern aus dem Vektor amplifiziert und in AB1.13 transformiert. Die Selektion erfolgte
durch die von pyrG vermittelte Uridin-Prototrophie, sowie anhand der Fluoreszenz der
Isolate. Die korrekte Integration wurde in den ausgewa¨hlten Transformanten mittels
PCR mit den Primern mak-b-Test-For und eYFP R u¨berpru¨ft. Das dabei entstehende,
1944 bp lange Amplifikat beginnt im 5’-Bereich des makb-Gens und umfasst den als
Flanke genutzten Bereich von makb sowie das vollsta¨ndige gfp-Gen (Abb. 3.32 B). Ab-
schließend wurden vier Transformanten ausgewa¨hlt und vom Primer mak-b-Test-For
ausgehend sequenziert. Keine Sequenz wies einen Fehler auf, sodass zwei Transforman-
ten ausgewa¨hlt, nach einer abschließenden Aufreinigung und unter der Bezeichnung
makb-gfpAB (1 bzw. 2) in die Stammhaltung aufgenommen wurden.
Der U¨berexpressionsstamm wurde durch Transformation des Plasmids pUB0038 her-
gestellt. Das Plasmid beruht auf dem vero¨ffentlichten Plasmid pARAn37 (Roth und
Dersch 2010) und wurde von Ulrike Brandt zur Verfu¨gung gestellt. Die Selektion er-
folgte auf die durch pyrG vermittelte Uridin-Prototrophie der transformierten Sta¨mme.
Eine weitere Selektion erfolgte anhand der Fluoreszenzsta¨rke der Transformanten. Die
Integration des Plasmids sowie die Lage von makb hinter den Promotor Ppki1 wur-
de in den ausgewa¨hlten Transformanten mittels PCR mit den Primern Seq PkiA (F)
und PMF2 (Isao) u¨berpru¨ft. Das dabei entstehende, 1604 bp lange Amplifikat beginnt
im Ppki1 Promotor, umfasst das gesamte makb-Gen sowie 93 bp der gfp-Gensequenz
(Abb. 3.32 C, D). Von den positiv getesteten Transformanten wurden zwei aufgrund
ihrer Fluoreszenzsta¨rke ausgewa¨hlt und als Ppki-makb-gfpAB (1 bzw. 2) in die Stamm-
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sammlung aufgenommen. Da die U¨berexpressionssta¨mme auf AB1.13 beruhen, liegt in
ihm neben der makb-gfp noch die unmarkierte makb-Kopie unter Kontrolle des makb-
Promotors vor. Alle folgenden Experimente wurden mit den Sta¨mmen makb-gfpAB (1)
bzw. Ppki-makb-gfpAB (1) durchgefu¨hrt, aus diesem Grund wurde der Index in der
folgenden Dokumentation vernachla¨ssigt.
Abb. 3.32: Fu¨r die Analyse der nativen Expression wird makb mit der
gfp-Gensequenz erweitert.
A: Aufbau der durch YRC hergestellten
”
Knock-in“-Kassette fu¨r die Erweiterung der makb-
durch die gfp-Sequenz am urspru¨nglichen Genlocus. Sowie Lage der Primer fu¨r die
Integrationskontrolle. B: Die erwartete Bandengro¨ße der
”
Knock-in“-Integrationskontrolle
entspricht 1944 bp (Stern). C: Aufbau des Plasmids pUB0038 fu¨r die U¨berexpression von
makb-gfp in AB1.13 mit Lage der Kontrollprimer. D: Die erwartete Bandengro¨ße der
Integrationskontrolle des U¨berexpressionskonstruktes betra¨gt 1604 bp (Stern).
3.2.8 MAKB wird in Konidiophoren exprimiert.
Ausgehend von den Ergebnissen der vorangegangenen Experimente wurde mit Hilfe des
GFP-Tags MAKB lokalisiert. Da die Ausschaltung von MAKB auf alle Entwicklungs-
zeitpunkte Auswirkungen hat, wurde die Expression und Akkumulation von MAKB in
A. niger wa¨hrend der gesamten vegetativen Entwicklung dokumentiert.
Die Analyse erfolgte in Sporen, Keimlingen, jungen und alten Hyphen sowie auf sporu-
lierendem Myzel parallel in makb-gfpAB und Ppki-makb-gfpAB. Fu¨r die Untersuchung
wurden die Sporen auf Minimal-Medium ausplattiert und bei 37◦C bis zum Erreichen
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der entsprechenden Entwicklungsstadien inkubiert. Die Mikroskopie mit einem 100-fach
Objektiv. Bei der Analyse der Pra¨parate wurden, soweit mo¨glich, gleiche Einstellungen
verwendet, sodass die Expressionssta¨rken verglichen werden konnten.
In makb-gfpAB-Sporen, Keimlingen und Hyphen konnte kein GFP Signal detektiert
werden (Abb. 3.33 A, C, E). Ab Einsetzen der Sporulation wurde in den Hyphen ein
schwaches zytoplasmatisches Signal detektiert, in den Sporenko¨pfchen kam es dagegen
zu einer deutlich erkennbaren Akkumulation von MAKB-GFP. Das Signal war dabei
nicht gleichma¨ßig u¨ber das gesamte Sporenko¨pfchen verteilt, sondern konzentrierte sich
vor allem in den Metulae und den Phialiden, wodurch sich eine ringfo¨rmige Struktur
um das Vesikel herum bildete (Abb. 3.33 H). Ha¨ufig kam es außerdem zu einer Akku-
mulation von MAKB in jungen Vesikeln, um die sich noch keine Sterigmata gebildet
hatten. Mit Hilfe von radia¨r wachsenden Kolonien konnte daru¨ber hinaus gezeigt wer-
den, dass die versta¨rkte Akkumulation von MAKB in den Konidiophoren in einem
definierten Abstand zur Myzelfront stattfand. Da nach einsetzen der Konidiogenese
die gebildeten Sporen das GFP-Signal abschirmten, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass unter den Sporen das MAKB-GFP weiterhin akkumuliert. Ein Nachweis ist al-
lerdings nicht mo¨glich. Fu¨r weitere Analysen der Lokalisierung von MAKB-GFP mit
Hilfe von synchronisierten Myzel bleibt somit nur ein Zeitfenster von wenigen Stunden,
beginnend ca. 24 Stunden nach dem Einsetzen der Differenzierung.
Das GFP-Fluoreszenzsignal in Ppki-makb-gfpAB war, den Erwartungen an dem konsti-
tutiv aktiven Promotor entsprechend, deutlich intensiver. Es war bereits nach kurzer
Inkubationszeit in ungekeimten Sporen, sowie in Keimlingen und Hyphen detektier-
bar. Das Signal akkumulierte dabei vor allem in den Kernen und lag nur im geringen
Maß im Zytoplasma vor. In sporulierenden Kulturen war, analog zur Lokalisierung in
makb-gfpAB, eine deutliche Konzentrierung des Signals in den Metulae und Phialiden
erkennbar.
Ob das GFP-Signal nach Einsetzen der Sporenbildung weiterhin in den Sterigmata
akkumuliert war nicht nachweisbar. Zum einen verdeckten die Sporen die Sterigma-
ta und zum anderen fo¨rderte die hydrophobe Oberfla¨che der Sporen die Bildung von
Luftkammern um die Sporenko¨pfe herum, wodurch die Mikroskopie unmo¨glich wur-
de. Daru¨ber hinaus weist Melanin eine Eigenfluoreszenz auf, sodass ein spezifisches
MAKB-GFP Fluoreszenzsignal nicht immer eindeutig von Autofluoreszenz unterschie-
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den werden konnte.
Abb. 3.33: Nativ exprimiertes MAKB akkumuliert vor allem in sich
entwickelnden Sporenko¨pfen. A, C, E, G-I: makb-gfpAB, B, D, F: Ppki-makb-gfpAB.
Expression von MAKB-GFP in A, B: Sporen, C,D: Keimlinge und E, F: Hyphen unter
nativen Bedingungen bzw. der Kontrolle des Ppki1-Promotors. Rechte, obere Ecke von
D-GFP: DAPI Fa¨rbung zum Nachweis der Akkumulation von MAKB-GFP in den Kernen
des Ppki-makb-gfpAB Stammes. G-I: Expression von MAKB-GFP in Sporenko¨pfen. H:
Akkumulation von MAKB-GFP in den Sterigmata der Sporenko¨pfe. I: ra¨umlich begrenzter
Bereich der starken MAKB-GFP-Expression in den Sporenko¨pfen radial wachsender
Kolonien sowie der Nachweis, dass MAKB auch in jungen Hyphen exprimiert wird.
Gro¨ßenstandard: A-F, H: 10µm, G, I: 1 mm.
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3.2.9 Na¨hrstoffabha¨ngige Detektion von MAKB-GFP in
Konidiophoren.
Die Untersuchungen der na¨hrstoffabha¨ngigen Induktion der Sporenbildung (Kap. 3.2.4)
offenbarten keinen Unterschied im Verhalten zwischen demWildtyp und den Ausschalt-
mutanten bei sehr geringen Ausgangskonzentrationen an Glukose. Demgegenu¨ber war
ein deutlicher Unterschied bei der Fa¨higkeit, bei hohen Glukose-Ausgangskonzentrat-
ionen Konidiophore zu bilden, erkennbar. Entsprechend kann vermutet werden, dass die
MAP-Kinase an der Induktion der Sporenbildung auf na¨hrstoffreichen Medium beteiligt
ist. Demnach sollte MAKB auf Glukose-reichen Medium nicht nur sta¨rker exprimiert
werden als auf Glukose-armen Medium, sondern auch versta¨rkt in den Konidiophoren
lokalisieren.
Fu¨r den Versuch wurden Platten mit Minimal-Medium mit 0,025 bzw. 0,2 M Glukose
verwendet. Die Platten wurden mit einem Tropfen einer Konidiensuspension von makb-
gfpAB beimpft und fu¨r 72 h bei 37◦C inkubiert. Fu¨r die mikroskopische Untersuchung
wurden aus den Kolonien ca. 2 mm breite Bereiche, von der Koloniemitte bis zur
Hyphenfront mit einem Skalpell herausgetrennt, seitlich auf einen Objekttra¨ger gelegt
und bei 40-facher Vergro¨ßerung mikroskopiert.
Die Aufnahmen zeigten ein starkes GFP-Signal in den Vesikeln der Konidiophore im
Randbereich von makb-gfpAB auf Medium mit 0,2 M Glukose (Abb. 3.34). Auf Me-
dium mit 0,025 M Glukose akkumulierte MAKB-GFP dagegen nicht in den Vesikeln.
Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass MAKB bei ausreichender
Glukoseverfu¨gbarkeit an der Sporenbildung beteiligt ist, auf Glukose-armen Medium
die Konidiophorentwicklung dagegen unabha¨ngig von MAKB verla¨uft.
Des Weiteren wies das junge Myzel im Randbereich der Kolonie bei beiden Gluko-
sekonzentrationen ein deutliches GFP-Signal auf, in den a¨lteren Myzelbereichen der
Koloniemitte war dagegen kein zytoplasmatisches GFP-Signal detektierbar. Dies un-
terstu¨tzt die Beobachtungen, dass MAKB an vielen Prozessen der Zelle, wie z.B. dem
Hyphenwachstum, beteiligt ist und nicht nur bei der Regulierung der Konidienbildung
eine Rolle spielt.
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Abb. 3.34: Seitliche Betrachtung der Fluoreszenz von MAKB-GFP in
makb-gfpAB. Die Inkubation erfolgte auf Minimal-Medium mit 0,2 (A) bzw. 0,025 M (B)
Glukose. Die Pfeile in den Vergro¨ßerungen deuten auf junge Konidiophore. Gro¨ßenstandard:
500 µm.
3.2.10 MAKB-GFP ist in Flu¨ssigkultur nicht detektierbar.
Aus biotechnologischer Sicht bildeten die Erkenntnisse aus den Untersuchungen der
orthologen Kinasen in T. virens und A. nidulans einen Ansatzpunkt fu¨r die Arbeit mit
MAKB in A. niger (Kap. 3.2). Dabei wurde u.a. ein Augenmerk auf Vera¨nderungen
der Pelletmorphologie in den Ausschaltmutanten gelegt, da sich hieraus Hinweise auf
sekretionsrelevante Mechanismen ergeben ko¨nnen. Allerdings konnten bei den morpho-
logischen Untersuchungen von ∆makbAB keine reproduzierbaren Vera¨nderungen der
Pelletmorphologie beobachtet werden (Kap. 3.2.3). Es sollte daher festgestellt werden,
ob bzw. zu welchen Zeitpunkten MAKB in Flu¨ssigkultur exprimiert wird.
Die Untersuchungen erfolgten mit den Sta¨mmen makb-gfpAB und als Kontrolle so-
wie als Referenz fu¨r die Expressionssta¨rke mit Ppki-makb-gfpAB. Beide Sta¨mme wur-
den parallel in flu¨ssigem Minimal-Medium bei 37◦C und 80 UpM inkubiert. Die Pro-
bennahme erfolgt zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten, wobei sich diese in
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Flu¨ssigkultur bei A. niger auf Keimung und Hyphenwachstum beschra¨nken (Kap.
1.3.4).
Bei der Analyse der Proben konnte keine Expression von MAKB in Sporen, Keimlingen
(o. Abb.) oder Hyphen (Abb. 3.35) des Stammes makb-gfpAB nachgewiesen werden.
Der U¨berexpressionsstamm Ppki-makb-gfpAB dagegen zeigte zu allen Zeitpunkten eine
Expression von MAKB-GFP, wobei sich ein identisches Akkumulationsmuster wie auf
Festmedium ergab.
MAKB wird diesen Daten zu Folge nicht oder zumindest nicht mikroskopisch detek-
tierbar in Flu¨ssigmedium exprimiert.
Abb. 3.35: MAKB-GFP konnte in Flu¨ssigkultur zu keinem Zeitpunkt detektiert
werden. A: trotz einer Belichtungszeit von 1800 ms weisen weder der a¨ußere noch der
innere Hyphenbereich von makb-gfpAB-Pellets eine Expression von MAKB auf. B:
MAKB-GFP-Expression in Ppki-makb-gfpAB, aufgenommen mit 300 ms Belichtungszeit.
Die Rotfilteraufnahmen dienen der Kontrolle auf Autofluoreszenz der Proben.
Gro¨ßenstandard: 20 µm.
3.2.11 Herstellung der ste7daAB-Mutante
Neben der Unterbrechung eines MAP-Kinase-Signalwegs durch die Entfernung zentra-
ler Bestandteile sowie der Lokalisierung des Zielproteins, z.B. durch die Markierung mit
dem GFP-Tag, stellt die permanente Aktivierung eines Signalwegs eine weitere Metho-
de zur Untersuchung der Funktion von MAP-Kinasen dar. Es wird dabei angenommen,
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dass die dauerhafte Aktivierung des Signalwegs eine Versta¨rkung der Expression der
Zielgene der MAP-Kinase bewirkt. Daher ko¨nnen durch diese Methode weitere Prozes-
se, an denen die Kinasen beteiligt sind, identifiziert werden, die bei der Unterbrechung
des Signalwegs, z.B. aufgrund von Redundanzen, nicht sichtbar werden.
Fu¨r MAKB bedeutet dies, dass die u¨bergeordnete MAP-Kinase STE7 so vera¨ndert
werden muss, dass sie dauerhaft die Struktur und Oberfla¨cheneigenschaften von phos-
phorylierten STE7 einnimmt und somit MAKB kontinuierlich phosphoryliert. Im All-
gemeinen beruht die Aktivierung von Kinasen auf der Bindung von PO3−4 an die Ami-
nosa¨uren Threonin, Serin und/oder Tyrosin. Durch die Anlagerung werden die Berei-
che negativ geladen und es kommt zu einer Konformationsa¨nderung der Kinase, sodass
sie mit ihrem Ziel interagieren kann. Das Einbringen einer negativ geladenen Ami-
nosa¨ure anstelle der phosphorylierbaren Aminosa¨uren verursacht ebendiese Konforma-
tionsa¨nderung dauerhaft, was gleichbedeutend mit der Simulierung einer permanenten
Aktivierung der betroffenen Kinase ist (Mu¨ller et al. 2003). Eine direkte Vera¨nderung
von MAKB ist nicht mo¨glich, da bereits gezeigt werden konnte, dass eine solche Mutati-
on in MAKB Homologen zu falschen Faltungen und somit funktionslosen MAP-Kinasen
fu¨hrt. Des Weiteren sollte in den folgenden Untersuchungen die permanente Aktivie-
rung des MAKB-Signalwegs besta¨tigt werden. Hierzu wurden Antiko¨rper verwendet,
die in einem Western Blot spezifisch die phosphorylierte Form von MAKB erkennen.
Eine Mutation innerhalb von MAKB wu¨rde diesen Nachweis unmo¨glich machen.
Da funktionelle Bereiche in MAP-Kinasen hoch konserviert sind, konnten die Ami-
nosa¨uren Serin 218 und Threonin 222 als Elemente der Phosphorylierungsstelle von
STE7 identifiziert werden. Beide Aminosa¨uren sollten durch die negativ geladene As-
paraginsa¨ure ersetzt werden. Das mutierte STE7 soll in den Vektor pARAn37 ligiert
und anschließend ektopisch in AB1.13 exprimiert werden, sodass es als zusa¨tzliche Ko-
pie neben dem nativen STE7 in den Zellen vorliegt. Im Vektor wird die Expression
des mutierten ste7 von dem starken Ppki1-Promotor kontrolliert. Da es unabha¨ngig
vom Zustand der nativen STE7-Kinase MAKB phosphoryliert, gilt es als dominant ak-
tiv. Die mutierten Sta¨mme werden entsprechend als ste7 dominant aktiv (ste7daAB)
bezeichnet.
Die Herstellung des mutierten Gens erfolgte durch YRC. Hierfu¨r wurde ste7 zuna¨chst
in zwei im gewu¨nschten Mutationsbereich u¨berlappende Bereiche aufgeteilt und am-
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plifiziert. Die Primer Ste7-Yeast-For und Ste7-S218-T222D-Rev erzeugen das 851 bp
lange 5’-Fragment und die Primer Ste7-S218-T222D-For und Ste7-Yeast-Rev das 1058
bp lange 3’-Fragment von ste7. Der Primer Ste7-Yeast-For entha¨lt eine EcoRI und
der Primer Ste7-Yeast-Rev eine XbaI Schnittstelle fu¨r die gerichtete Integration in den
Vektor pARAn37. Außerdem enthalten beide Primer eine fu¨r des YRC notwendige ho-
mologe Sequenz zum Hefevektor pRS426. Die beiden Primer Ste7-S218-T222D-Rev und
Ste7-S218-T222D-For enthalten die gewu¨nschten Mutationen und sind komplementa¨r
zueinander (s. Tab. 2.10). Beide Fragmente wurden zusammen mit dem linearisierten
Vektor pRS426 in die Hefe FY834 transformiert (Kap. 2.8.7). Das fertige Konstrukt
wurde aus dem pRS426 ausgeschnitten, in den Vektor pARAn37 ligiert und in E. co-
li vervielfa¨ltigt. Aus einigen der erhaltenen E. coli-Kolonien wurde anschließend das
Plasmid isoliert und testverdaut. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde ein Plas-
mid ausgewa¨hlt und mit dem Primer Ste7-Seq-Primer sequenziert. Die Sequenzierung
besta¨tigte die gewu¨nschten Mutationen. Der nun vollsta¨ndige Vektor wurde pUB0280a
genannt, er entha¨lt als Selektionsmarker das pyrG-Gen zur Komplementierung der
Uridin-Auxotrophie von AB1.13 (Abb. 3.36).
Die Selektion der Transformanten erfolgte auf Medium ohne Uridin. Die Transforma-
tionsplatten enthielten rund 40 Einzelkolonien von denen ca. 25% eine leicht hellere
Sporenfa¨rbung im Vergleich zu sporenbedeckten Wildtyp-Kolonien aufwiesen. Es wur-
den 11 Prima¨rtransformanten vereinzelt und die Integration des Plasmids per PCR
mit den Primern Seq PkiA (F) bzw. Seq TglaA (R) u¨berpru¨ft. Sechs Transformanten
zeigten das fu¨r die Integration des Plasmids erwartete Bandenmuster. Von diesen wur-
Abb. 3.36: Hestellung der dominant aktiven STE7 Mutante. A: Primer zur
Anglifizierung der ste7 -Fragmente mit den gewu¨nschten S218D und T222D Mutationen. B:
Zusammenbau der ste7 Fragmente durch YRC C: Aufbau des Plasmids pUB280a, das fu¨r
die ektopische Integration des dominant aktiven ste7 verwendet wurde.
130
den zwei Transformanten ausgewa¨hlt, bei denen die Integration des Plasmids sowie das
Vorhandensein der Mutation im eingebrachten ste7 -Gen nochmals mittels Sequenzie-
rung besta¨tigt wurde. Die beiden Transformanten wurden nach nochmaliger Einzelspo-
risolation als ste7daAB (1 bzw. 2) in die Stammsammlung aufgenommen.
3.2.12 Die dauerhafte Aktivierung von MAKB beeinflusst die
morphologische Entwicklung von Aspergillus niger
Da die Expression von Genen von ihrer Position im Genom beeinflusst werden kann
und es sich bei den ste7daAB-Sta¨mmen um ungerichtet erzeugte Mutanten handelt,
wurden die Versuche mit den ste7daAB-Sta¨mmen immer mit beiden Mutanten parallel
durchgefu¨hrt.
Als erstes wurden die Auswirkungen der dauerhaften Aktivierung des MAKB-Signal-
wegs auf das makroskopische Erscheinungsbild untersucht. Fu¨r den Versuch wurden
von AB1.13 sowie ste7daAB (1 und 2) Sporensuspensionen mit frisch geernteten und
filtrierten Sporen angefertigt. Von jeder Suspension wurde ein 10 µl Tropfen (105 Spo-
ren) auf Minimal-Medium mit Uridin aufgebracht. Die Inkubation erfolgt bei 37◦C und
einem 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Entwicklung der Kolonien wurde nach 48, 72
und 96 h dokumentiert.
Im Gegensatz zu den Ausschaltmutanten war bei den dominant aktiven Mutanten ei-
ne, wenngleich reduzierte, Sporenbildung bereits nach 48 h erkennbar (Abb. 3.37). Die
Sta¨rke der Reduktion schwankte dabei zwischen den Mutanten, was auf eine unter-
schiedliche Expression und somit einen unterschiedlich starken Einfluss der mutierten
Kinase auf die Entwicklung von A. niger hindeutet. Auch die Sekretion einer dunklen
Substanz ins Medium konnte bei beiden Mutanten beobachtet werden. Die Sekreti-
onssta¨rke schwankte dabei deutlich zwischen den Mutanten und fiel, zumindest bei der
ste7daAB (1)-Mutante, deutlich geringer im Vergleich zu den Ausschaltmutanten (Abb.
3.18) aus. Daru¨ber hinaus war der makroskopische Abstand zwischen Konidiophor- und
Myzelfront in der ste7daAB (1)-Mutante gegenu¨ber dem Wildtyp deutliche vergro¨ßert,
wohingegen die ste7daAB (2)-Mutante nur geringe Vera¨nderungen in diesem Bereich
aufwies. Somit zeigen beide dominant aktiven Mutanten deutliche Vera¨nderungen ge-
genu¨ber dem Wildtyp und sind morphologisch auch von den Ausschaltmutanten un-
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Abb. 3.37: Makroskopische Entwicklung der ste7daAB-Mutanten. Im
Uhrzeigersinn AB1.13, ste7daAB (1) und ste7daAB (2) nach 48 (A), 72 (B) und 96 h (C).
Obere Reihe: Aufsicht, untere Reihe: Bodenansicht.
terscheidbar. Neben der makroskopischen Untersuchung wurden die gebildete Konidien-
menge, der Zeitpunkt der Konidienkeimung sowie das Hyphenwachstum der ste7daAB-
Mutanten bestimmt.
Quantifizierung der gebildeten Konidienmenge
Die Konidienmenge wurde mit Hilfe radial wachsender Kolonien nach 48 h, 72 h und
96 h bestimmt. Das Animpfen und die Inkubation der Kulturen erfolgte identisch der
Analyse des makroskopischen Pha¨notyps. Fu¨r ste7daAB (1) wurde eine Reduktion
der Sporenmenge auf 12 ± 3% des Wildtyp-Niveaus festgestellt. Auch die ste7daAB
(2)-Mutante zeigte eine Reduktion der gebildeten Sporenmenge, diese pendelte sich
nach 72 h aber auf 40 ± 8% der AB1.13-Sporenmenge ein (Abb. 3.38). Somit hat
die dauerhafte Aktivierung des MAKB-Signalweges, ebenso wie dessen Unterbrechung,
einen negativen Einfluss auf die Konidienbildung in A. niger. Im Gegensatz zu den
Ausschaltmutanten bleibt das Verha¨ltnis der gebildeten Sporenmenge im Vergleich zum
Wildtyp u¨ber die Zeit gesehen allerdings konstant. Somit kann davon ausgegangen
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Abb. 3.38: Sporenmenge von AB1.13, ste7daAB (1) und ste7daAB (2) nach 48
h, 72 h und 96 h. Fu¨r die Quantifizierung wurden radial wachsende Kolonien vermessen
und deren Konidienzahl ermittelt.
werden, dass die unterschiedlichen Mutationen der Ausschalt- bzw. dominant aktiven
Mutanten die Sporenbildung auf verschiedene Weise beeintra¨chtigen.
Bestimmung des Keimungszeitpunkts von Konidien
Fu¨r die Analyse der Konidienkeimung von ste7daAB wurden 20-30 µl Sporensuspen-
sion von Ab1.13 und den beiden dominant aktiven Mutanten auf Minimal-Medium
getropft und fu¨r 6 h bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden mikroskopische Zufalls-
aufnahmen bei 40-facher Vergro¨ßerung angefertigt. Die Analyse ergab keine Keimungs-
verzo¨gerung der Sporen der Mutanten gegenu¨ber den Wildtyp-Sporen. Somit hat die
permanente Aktivierung des MAKB-Signalwegs keine negativen Auswirkungen auf die
Sporenkeimung in A. niger.
Die Hyphenwachstumsgeschwindigkeit
Fu¨r die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit der Hyphen wurden 10 µl (105
Sporen) mittig auf Minimal-Medium getropft und bei 37◦C inkubiert. Nach 24 h und
fu¨r die Dokumentation des Wachstums ab diesem Zeitpunkt alle weiteren 24 h, wurde
die Myzelfront markiert.
Ste7daAB (1) zeigte ein um 6 ± 2% (4,2 ± 0,1 mm) und ste7daAB (2) ein um
19 ± 4% (3,7 ± 0,2 mm) reduziertes Wachstum gegenu¨ber AB1.13. Somit zeigte
ste7daAB (2) bei der Wachstumsgeschwindigkeit eine gro¨ßere Abweichung vom Wild-
typ als ste7daAB (1), wohingegen bei der makroskopischen Analyse und der Konidien-
bildung ste7daAB (1) die deutlicheren Auffa¨lligkeiten aufwies.
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Die Ergebnisse zeigen, dass sich die vermutlich variierende Expressionssta¨rke von domi-
nant aktiven STE7 in den beiden Mutanten auf verschiedene Zellprozesse unterschied-
lich auswirkt.
3.2.13 Die Konidiophorentwicklung erfolgt in ste7daAB fru¨her als
in AB1.13
Die Deletion von makb und ste7 fu¨hrte zur Unterbrechung des MAKB-MAP-Kinase-
Signalweges. Eine Folge der Unterbrechung ist das deutlich spa¨tere Einsetzen der Ko-
nidiophorentwicklung in den Ausschaltmutanten auf Standard-Minimal-Medium. Da
der MAKB-Signalweg somit eindeutig an der Induktion der Konidiophorbildung betei-
ligt ist, besteht die Mo¨glichkeit, dass eine dauerhafte Aktivierung von MAKB zu einer
fru¨hen Differenzierung des Myzels fu¨hrt.
Um diese Hypothese zu pru¨fen, wurden die Randbereiche fu¨nf Tage alter, radial wach-
sender Kolonien von AB1.13, ste7daAB (1) und ste7daAB (2) mikroskopisch vergli-
chen. Die ersten Konidiophore von AB1.13 zeigten einen Abstand von 3,3 mm zur My-
zelfront, was den Ergebnissen der ersten Analyse der Konidiophorbildung radial wach-
sender Kolonien entsprach (Kap. 3.2.3 und Abb. 3.19). Bei einer Wachstumsgeschwin-
digkeit von 4,4 mm pro Tag (Abb. 3.24) entspricht dies einer zeitlichen Verzo¨gerung
von 18 h gegenu¨ber der Myzelfront. Im Gegensatz dazu wiesen beide Mutanten mit 1,3
± 0,1 mm einen deutlich geringeren Abstand zwischen den ersten Konidiophoren und
der Myzelfront auf. Bei den gemessenen Wachstumsgeschwindigkeiten von ca. 4,2 bzw.
3,7 mm pro Tag entwickeln sich die ersten Konidiophore in den Mutanten demnach
bereits in ca. 7 bis 8,5 h alten Hyphen (Abb. 3.39). Zu beachten ist in diesem Zu-
sammenhang die U¨bersichtsaufnahme von ste7daAB (1) in Abbildung 3.39, die einen
deutlich helleren, a¨ußeren Konidiophorbereich im Vergleich zu AB1.13 und ste7daAB
(2) aufweist. Dieser hellere Bereich fu¨hrte bei der Auswertung des makroskopischen
Pha¨notyps (Abb. 3.37) zu dem falschen Eindruck, dass der Abstandes zwischen der
Konidiophor- und Myzelfront in ste7daAB (1) vergro¨ßert ist.
Folglich simuliert das mutierte ste7 in den ste7daAB-Mutanten durch die dauerhafte
Aktivierung des MAKB MAP-Kinase-Signalweges die Bedingungen, die im Wildtyp
erst nach 18 Stunden erreicht werden und bewirkt dadurch eine fru¨here Induktion der
Konidiophor- und Konidienentwicklung.
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Abb. 3.39: Die Konidiophorentwicklung setzt in ste7adAB deutlich fru¨her als in
AB1.13 ein. Gro¨ßenstandard: rechts 5 mm, links 1 mm.
3.2.14 Aktivierungsnachweis der Kinase MAKB.
Die Expression einer Kinase zu einem bestimmten Zeitpunkt la¨sst im Allgemeinen
nur wenige Ru¨ckschlu¨sse auf ihre Aktivita¨t zu. Daher hat sich fu¨r die Untersuchung
der Aktivita¨t von Kinasen die Western Blot-Analyse etabliert. Es ist allerdings nicht
mo¨glich die Aktivita¨t von MAKB in AB1.13 zu analysieren, was in diesem Kapitel
dargelegt wird.
Fu¨r die Untersuchung wurden zuna¨chst Proteinextrakte von Flu¨ssig- und Festmedium
miteinander verglichen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es zu keiner Expression
von MAKB unter Kontrolle des nativen Promotors in Flu¨ssigkultur kommt. Aus die-
sem Grund wurden Proteinextrakte von AB1.13 und ∆alb1AB Myzel von Festmedium
angefertigt, wobei sich das erste Problem zeigte. Die Proben enthielten verschiedene
Zellbestandteile, die sich nicht abtrennen ließen und den Extrakt dunkel fa¨rbten. Hier-
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von waren vor allem die Extrakte der AB1.13 Kulturen betroffen, die vom Melanin
vollsta¨ndig schwarz gefa¨rbt wurden (Abb. 3.40 A).
Dass diese unerwu¨nschten Bestandteile der Extrakte ein Problem darstellten, zeigte
sich nach dem Auftrennen der Proben in Polyacrylamid-Gelen. Wa¨hrend eine Coo-
massiefa¨rbung bei Proteinextrakte aus Flu¨ssigkulturen das erwartete Bandenmuster
hervorbrachte, war in den Proben von Festmedium nur ein schwacher Schmier sichtbar
(Abb. 3.40 B), was auf eine Degeneration der Proteine hindeutete.
Das Hauptproblem, das zur Einstellung der Experimente fu¨hrte, war die Detektion der
MAP-Kinase mit dem humanen Antiko¨rper p44/42. Der Antiko¨rper erkennt das Motiv
TEY, wenn sowohl Threonin als auch Tyrosin phosphoryliert sind. Da dieses Motiv
stark konserviert ist, ist die Verwendung des Antiko¨rpers in vielen Organismen seit
langem etabliert, wobei in Allgemeinen zwei Kinasen, die 55 kDa schwere MAP-Kinase
MAKA (Erk1) und die 41 kDa schwere MAP-Kinase MAKB (Erk2) erkannt werden.
In A. niger erkennt der Antiko¨rper allerdings noch weitere, unbekannte Proteine, von
denen mindestens eines rund 40 kDa schwer ist, in Flu¨ssigkultur exprimiert wird und
nicht MAKB sein kann (Abb. 3.40 C). Die letzte Annahme beruht auf Ergebnissen
von Immunoblots mit Proteinextrakten aus Flu¨ssigkulturen u.a. von ∆makbAB und
makb-gfpAB.
Abb. 3.40: Versuch eines Aktivita¨tsnachweises fu¨r MAKB.
A: Proteinextrakte von Kulturen (von links) aus Flu¨ssigmedium, von ∆alb1AB und AB1.13
(3x). B: Coomassie-Fa¨rbung eines Polyacrylamid-Gel, linke Bande:
Flu¨ssigkultur-Proteinextrakt, rechte Bande: Festkultur-Proteinextrakt. C: Immunoblot mit
dem Antiko¨rper p44/42 eines Proteinextrakts von ∆makbAB kultiviert im Flu¨ssigmedium.
Erwartet wurde eine Bande bei 55 kDa (MAKA), nicht aber eine Bande bei 41 kDa
(MAKB).
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3.2.15 MAKB ist an der Regulierung der Sekretion von
Sekunda¨rmetaboliten beteiligt
Die Sekretion von dunklen Pigmenten durch ∆makbAB und ∆ste7AB auf Festmedi-
um fu¨hrte zu der Frage, welche Bedeutung MAKB bei der Regulierung der Expres-
sion von Sekunda¨rmetaboliten zukommt. Fu¨r orthologe Kinasen anderer Aspergillen
wurde bereits eine regulierende Funktion bei der Expression der unterschiedlichsten
Sekunda¨rmetabolite nachgewiesen.
Die Analyse des Einfluss von MAKB auf die Expression von Sekunda¨rmetaboliten
erfolgte dabei auf zwei unterschiedlichen Wegen. Zum einen wurden die Sekretionsbe-
dingungen der bereits erwa¨hnten, optisch wahrnehmbaren Pigmente untersucht, zum
anderen die Freisetzung volatiler Stoffe analysiert. Zu der letzteren Analyse kam es,
da die Ausschaltmutanten einen leicht wahrnehmbaren, außergewo¨hnlich starken Hu-
musgeruch aufwiesen. Die Untersuchungen der flu¨chtigen Stoffe erfolgten durch die
Arbeitsgruppe Dickschat aus dem Institut fu¨r Organische Chemie.
Der Einfluss von MAKB auf die Sekretion von dunklen Pigmenten ins Medium er-
folgte in stehenden Kulturro¨hrchen mit Flu¨ssigmedium. Da sich bereits in fru¨heren
Experimenten ein Zusammenhang zwischen der Sporenbildung und der Sekretion der
Pigmente aufzeigte und die Sporenbildung in den Mutanten na¨hrstoffabha¨ngig indu-
ziert wird, wurde das Experiment mit unterschiedlichen Zuckerkonzentrationen durch-
gefu¨hrt. Die Flu¨ssigkultur ermo¨glicht dabei die Diffusion der Pigmente und somit eine
Vergleichbarkeit der Sekretionsmenge zwischen den verschiedenen Proben.
Fu¨r den Versuch wurden 5 ml Minimal-Medium mit Glukosekonzentrationen von 0,0125
bis 3,2 M eingestellt und mit 106 Sporen pro ml von AB1.13, ∆makbAB bzw. ∆ste7AB
beimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C stehend in vo¨lliger Dunkelheit. Nach mehr-
ta¨giger Inkubation zeigte das AB1.13 Myzel mit steigender Glukosekonzentration eine
Zunahme an Biomasse. Auch eine Sporenbildung war in allen Wildtypproben erkenn-
bar. Die Sekretion einer dunklen Substanz ins Medium fand dagegen nicht statt.
Die Biomassebildung beider Ausschaltmutanten war mit der des Wildtyps vergleich-
bar. Wie bereits beschrieben, fand in den Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp keine
Sporenbildung bei Glukosekonzentrationen u¨ber 0,8 M statt (Kap. 3.28). In der 0,8
M Probe und allen Proben mit einer geringeren Glukosekonzentration konnte dagegen
eine Sporenbildung festgestellt werden. Im Medium von ∆makbAB und ∆ste7AB mit
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einer Anfangskonzentration von 0,0125 bis 0,4 M Glukose konnte daru¨ber hinaus eine
deutliche Dunkelfa¨rbung festgestellt werden, welche mit steigender Na¨hrstoffversorgung
an Intensita¨t zunahm. Die Probe mit 0,8 M Glukose wies, obwohl sie sporulierte, keine
Tru¨bung auf, genauso wie das Medium der nicht-sporulierenden Kulturen. Die Tru¨bung
des Mediums scheint demnach von der Induktion der Sporenbildung abha¨ngig zu sein.
Bereits wa¨hrend der allgemeinen Laborarbeit mit den Ausschaltmutanten konnte olfak-
torisch eine Vera¨nderungen der Sekretion von volatilen Stoffen in den Mutanten wahr-
genommen werden. Fu¨r die Analyse dieser Verbindungen wurden vollsta¨ndig sporulier-
te Kulturen von AB1.13 und ∆makbAB verwendet. Die Inkubation erfolgte auf festem
Minimal-Medium unter Standardbedingungen fu¨r vier bis acht Tage. Die Untersuchung
besta¨tigte die bereits wahrgenommenen Unterschiede zwischen beiden Sta¨mmen. So
gibt ∆makbAB deutlich mehr Geosmin-Vorla¨ufer an seine Umgebung ab als AB1.13.
Geosmine sind bizyklische Alkohole und verantwortlich fu¨r den modrigen Geruch feuch-
ter Erde. Im Gegensatz zu ihren Vorla¨ufern konnten diese selbst aber nicht in der Ana-
lyse detektiert werden.
Abb. 3.41: ∆makb und ∆ste7 sekretieren na¨hrstoffabha¨ngig eine dunkle
Substanz ins Medium Die Proben wurden 20 Tage bei 37◦C inkubiert. AB1.13 bildet
unabha¨ngig von der Na¨hrstoffversorgung Sporen, sekretiert aber keine dunkle Substanz ins
Medium. Dagegen sekretieren beide Ausschaltmutanten leicht zeitversetzt (s. 0,8 M
Glukose) zur Sporenbildung eine dunkle Substanz ins Medium.
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4 Diskussion
4.1 Beitrag der Oberfla¨che von Aspergillus niger
Konidien zur Pelletmophologie in Flu¨ssigkultur
Warum das alb1 -Gen?
Eine maximale Ausbeute steht im Vordergrund biotechnologischer Prozesse, und es ist
bekannt, dass diese maßgeblich von der Pilzmorphologie beeinflusst wird (Grimm et
al. 2005a). In dieser Arbeit haben wir den Einfluss der prima¨ren Sporeninteraktion
auf die finale Pelletmorphologie in A. niger-Flu¨ssigkultur betrachtet, wofu¨r wir die
Sporen-Oberfla¨cheneigenschaften durch das Entfernen von Melanin manipulierten. Die
eigentliche Aufgabe von Melanin ist der Schutz der Sporen vor scha¨dlichen a¨ußeren
Einflu¨ssen wie UV-Strahlung oder chemisch aktiven Substanzen. Im Gegensatz zu vie-
len anderen filamento¨sen Pilzen ist Melanin in A. niger ein exklusiver Bestandteil der
a¨ußeren Konidienhu¨lle und wird daher ausschließlich wa¨hrend der Konidiogenese syn-
thetisiert (Tsukahara 1968, Calvo et al. 2002). Eine Unterbrechung der Biosynthese von
Melanin sollte daher keinen Einfluss auf die vegetative Entwicklung des Pilzes haben,
da die an dieser Synthese beteiligten Proteine nur wa¨hrend der Sporenbildung expri-
miert werden. Mit Hilfe von Blast-Analysen mit den bekannten Sequenzen des wa-Gens
aus A. nidulans (Mayorga und Timberlake 1990) und von pksP aus A. fumigatus (Tsai
et al. 1998, Langfelder et al. 1998) wurde das Gen An09g05730 identifiziert und alb1 ge-
nannt. Das entsprechende Protein weist mit einer β-Ketotransferase-, Acyltransferase-,
Acyl-Carrier-Protein- und Thioesterase-Doma¨nen alle typischen Doma¨nen der an der
Melanin-Biosynthese beteiligten Polyketidsynthase auf.
Die alb1 Deletionsmutanten zeigen eine vera¨nderte Konidien-Pigmentierung
und Morphologie
Das Ausschalten des alb1 -Gens in A. niger fu¨hrte zum Verlust der namensgebenden
Schwarzfa¨rbung der Konidiosporen. Die dunkle Fa¨rbung wird von Melanin, einer nicht
vollsta¨ndig definierten Verbindung, die aus spontan reagierenden Chinonen gebildet
wird, verursacht. Somit ist davon auszugehen, dass die von alb1 kodierte Polyketidsyn-
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thase an der Bildung der Vorla¨ufer der Chinone beteiligt ist. Die Beobachtungen sind
vergleichbar mit den Ergebnissen der Ausschaltung der orthologen Polyketidsynthasen
in A. fumigatus und A. nidulans (Langfelder et al. 1998, Tsai et al. 1998, Mayorga
und Timberlake 1990). Interessanterweise zeigen sich bei der Oberfla¨chenmorphologie
der Sporen deutliche Unterschiede zwischen den Albino-Sta¨mmen der unterschiedli-
chen Arten. Rasterelektronenmikroskopieaufnahmen von Wildtyp-Konidien offenbaren
bei allen drei Aspergillen eine rauhe Oberfla¨che mit deutlich ausgepra¨gten Strukturen.
Demgegenu¨ber ist die Oberfla¨che der A. fumigatus Albino-Sporen glatt und weist keine
erkennbare Strukturierung auf (Tsai et al. 1998, Jahn et al. 2000, Pihet et al. 2009).
A. nidulans Albino-Konidien besitzen dagegen weiterhin die rauhen Strukturen der
Wildtyp-Konidien und sind von diesen elektronenmikroskopisch nicht unterscheidbar
(Jahn et al. 2000). Aus diesen widerspru¨chlichen Ergebnissen ergab sich die Frage, ob
die Deletion von alb1 in A. niger morphologische Unterschiede der Sporenoberfla¨che im
Vergleich zu Wildtyp-Sporen bewirkt und ob dies auf das Fehlen von Melanin oder auf
davon unabha¨ngige, weitere Funktionen von ALB1 zuru¨ckzufu¨hren ist? Die Ergebnisse
zeigen, dass die A. niger Albino-Sporen eine glatte Oberfla¨che, vergleichbar mit der der
A. fumigatus Albino-Sporen, aufweisen. Dass Melanin an der Ausbildung der deutli-
chen Strukturierung der Sporenoberfla¨che beteiligt ist, wurde auch durch das chemische
Entfernen des Melanins in Wildtyp-Sporen besta¨tigt. Die behandelten Sporen wiesen,
wie auch die Albino-Sporen, eine ebene, unstrukturierte Oberfla¨che auf (A. Wagenau,
perso¨nliche Mitteilung). Eine weitere Besta¨tigung dieser Beobachtung erfolgte in A. fu-
migatus durch die Zugabe von Pyroquilon zum Kulturmedium der untersuchten Pilze.
Die Substanz inhibiert in A. fumigatus spezifisch die Hydroxynaphthalen-Reduktase
ARP2, die ebenfalls an der DHN-Melanin-Biosynthese beteiligt ist. Im Ergebnis wer-
den von Kulturen auf diesem Medium, unabha¨ngig von der Polyketidsynthase PksP,
Albino-Sporen mit glatten Oberfla¨chen gebildet (Pihet et al. 2009). Die Annahme liegt
daher nahe, dass die Effekte direkt durch das Fehlen von Melanin und nicht durch
Sekunda¨rfunktionen von ALB1 ausgelo¨st werden. Folglich kann bei der Gestaltung der
Konidienoberfla¨che davon ausgegangen werden, dass Melanin auch strukturelle Aufga-
ben u¨bernimmt und das Fehlen von Melanin somit Sekunda¨reffekte auslo¨sen kann. So
scheint die Anwesenheit von Melanin z.B. fu¨r den ra¨umlichen Aufbau und den Erhalt
der rauen Struktur der Sporenoberfla¨che von A. fumigatus essentiell zu sein (Pihet et
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al. 2009). Inwiefern Melanin einen Einfluss auf die Gestaltung der Konidienoberfla¨chen
von A. niger hat, wurde mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen untersucht.
Alle Aspergillus-Konidien werden von mehreren schu¨tzenden Schichten umgeben, wobei
die a¨ußerste u.a. aus sta¨bchenfo¨rmigen Hydrophobinen (Girardin et al. 1999), Melanin
und den formgebenden Lamininen bestehen. Die Laminine konzentrieren sich vor allem
in Vorspru¨ngen der a¨ußersten Hu¨lle, wobei sie die fu¨r die Wildtyp-Sporen typischen
rauhen Oberfla¨chenstruktur erzeugen (Tronchin et al. 1993, Tronchin et al. 1997).
Fu¨r A. fumigatus konnte gezeigt werden, dass die Unterbrechung der Melanin-Biosyn-
these mit einer inkorrekten Ausbildung bzw. dem vollsta¨ndigen Verlust der a¨ußersten
hydrophobinhaltigen Hu¨lle einhergeht. Somit ist Melanin ein essentieller und struk-
turgebender Faktor bei der Erzeugung und Gestaltung dieser Konidienhu¨lle. Der Ver-
lust der rauhen Oberfla¨chenstruktur der Albino-Sporen wird somit nur indirekt durch
die Abwesenheit von Melanin verursacht, da Melanin nur die Basis fu¨r die Einlage-
rung der Laminine darstellt. Entsprechend ko¨nnen die widerspru¨chlichen Ergebnisse
der Albino-Konidienoberfla¨che von A. nidulans und A. fumigatus bzw. A. niger auch
auf der Fa¨higkeit von A. nidulans beruhen, Laminine in Abwesenheit von Melanin in
der zu diesem Zeitpunkt a¨ußersten Hu¨lle zu integrieren.
Oberfla¨chenladung und Zeta Potential
Das elektrostatische Oberfla¨chenpotential von Pilzsporen wird im Allgemeinen als ein
mo¨gliches Kriterium fu¨r die Beeinflussung der Sporenagglomeration in Flu¨ssigkultur
gesehen. A. niger Sporen weisen dabei in einem weiten pH-Bereich eine negative Ober-
fla¨chenladung auf, woran auch das zumeist negativ geladene Melanin einen signifikan-
ten Anteil leistet (Nosanchuk und Casadevall 1997, Wargenau et al. 2011). Der Beitrag
von Melanin zu der Oberfla¨chenladung wurde ebenfalls durch die Messung des Zeta-
Potentials von Albino-Sporen bekra¨ftigt. In einem weiten pH-Spektrum wiesen diese
deutlich positivere Ladungen als die Wildtyp-Sporen auf. Diese Beobachtung wurde
auch mit der A. fumigatus Albino-Mutante besta¨tigt, deren Konidien eine deutlich
geringere negative Nettoladung als die Wildtyp-Sporen aufweisen (Pihet et al. 2009).
Es wird angenommen, dass die Oberfla¨chenladung einen negativen Beitrag zur Spore-
nagglomeration leistet. Dieser beruht auf den elektrostatischen Abstoßungskra¨ften, wie
sie zwischen gleichgeladenen Teilchen auftreten. Bei ungeladenen Teilchen treten diese
Kra¨fte entsprechend nicht auf. Die Abstoßungskra¨fte korrelieren dabei direkt mit den
141
Nettoladungen der Konidien, weswegen bereits mehrfach versucht wurde, die Aggrega-
tionssta¨rke von Sporen mit unterschiedlichen Nettoladungen zu korrelieren. Allerdings
konnte bei keinem dieser Versuche ein eindeutiger Beitrag der Nettoladung zum Aggre-
gationsverhalten der Sporen nachgewiesen werden (Seviour und Read 1985, Dynesen
und Nielsen 2003, Grimm et al. 2005a).
Fu¨r unsere Analyse wa¨hlten wir die pH-Werte 2,0 bzw. 3,5, da sich bei diesenWerten die
Eigenschaften der Oberfla¨chenladung der beiden Sta¨mme jeweils maximal unterschei-
den, wenngleich vor allem bei pH 2,0 die Keimung der Sporen erheblich beeintra¨chtigt
wird. Unsere Ergebnisse fu¨hrten zu der Schlussfolgerung, dass eine positiv oder ne-
gativ Oberfla¨chenladung der Agglomeration von Partikeln entgegenwirkt und somit
die prima¨re Sporenagglomeration verschlechtert. Dies steht in Widerspruch zu den
bisherigen Beobachtungen, die keinen Einfluss der Oberfla¨chenladung auf das Agglo-
merationsverhalten der Konidien nachweisen konnten. Eine mo¨gliche Ursache, warum
es bisher nicht gelang eine Korrelation zwischen der Oberfla¨chenladung und dem Ag-
glomerationsverhalten der Konidien nachzuweisen, liegt mo¨glicherweise in nicht ausrei-
chend an die Fragestellung angepassten Inkubationsbedingungen begru¨ndet. Dabei ist
mo¨glicherweise der pH-Wert von entscheidender Bedeutung, da z.B. bei einem pH-Wert
von 5,5 kein Unterschied zwischen dem Agglomerationsverhalten der Albino- und der
Wildtyp-Sporen erkennbar war.
Beitrag von Melanin zur Hydrophobizita¨t von Konidien und Auswirkung
auf Hydrophobine
Melanine werden zum einen als hydrophobe Substanzen beschrieben (Hill 1992, Go´mez
und Nosanchuk 2003). Sie besitzen aber auch unterschiedliche funktionelle Gruppen,
z.B. Carboxylgruppen, die pH-Wert abha¨ngig deprotoniert werden ko¨nnen, wodurch
Melanin wasserlo¨slich wird (Wargenau et al. 2011). Entsprechend tra¨gt Melanin, in
Abha¨ngigkeit von den Umgebungsbedingungen, nicht wesentlich zur Hydrophobizita¨t
von A. niger Sporen bei. Diesen Erwartungen entsprechend konnte mit zwei unabha¨n-
gigen Experimenten keine Vera¨nderung der Hydrophobizita¨t zwischen den Albino- und
den Wildtyp-Sporen festgestellt werden. A¨hnliche Untersuchungen wurden auch mit
der Albino-Mutante in A. fumigatus durchgefu¨hrt, wobei es zu widerspru¨chlichen Er-
gebnissen kam. Zum einen wurde der Beitrag von Melanin zur Hydrophobizita¨t der
Albino- und Wildtyp-Sporen mittels Bena¨ssbarkeitassays bestimmt. Bei diesen Un-
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tersuchungen wurden verschiedene Substanzen getestet. Dabei konnte bei keiner der
verwendeten Verbindungen ein Unterschied im Verhalten zwischen den Sporen der ein-
zelnen Sta¨mmen festgestellt werden (Tsai et al. 1998). Dem widersprechend zeigen die
Ergebnisse von Pihet et al. (2009) eine deutliche Abnahme der Hydrophobizita¨t der A.
fumigatus Albino-Konidien, sowie eine entsprechend Zunahme der Bena¨ssbarkeit der
Mutante.
Neben diesem direkten Beitrag von Melanin zur Hydrophobizita¨t kann Melanin auf-
grund der bereits beschriebenden strukturellen Aufgaben auch einen indirekten Einfluss
auf die hydrophoben Eigenschaften der Sporen haben. So scheint es, dass im Gegen-
satz zu den Lamininen, die Hydrophobine in A. fumigatus und A. niger unabha¨ngig
vom Melanin immer in der Lage sind, sich auf der jeweils a¨ußersten Hu¨lle anzulagern.
Anders ist der Widerspruch zwischen dem Verlust der melaninhaltigen Hu¨lle und den
Ergebnissen der Bestimmung der Hydrophobizita¨t nicht zu erkla¨ren. Daru¨ber hinaus
konnte fu¨r die Hydrophobine dewA und rodA aus A. nidulans eine wichtige Rolle bei
der Konidienadha¨sion nachgewiesen werden (Dynesen und Nielsen 2003).
Pelletentwicklung
Durch das Vera¨ndern der Sporenoberfla¨che sowie das Anpassen des pH-Werts waren
wir in der Lage, ein entgegengesetztes Agglomerationsverhalten der Wildtyp- und der
Albino-Sporen bei pH 2,0 und 3,5 zu beobachten. Da die a¨ußeren Sporenhu¨llen wa¨hrend
der Keinung abgeworfen werden (Tsukahara 1968), sollte das Fehlen von Melanin kei-
nen direkten Einfluss auf die weitere Pelletentwicklung haben und diese ausschließlich
auf den Resultaten der prima¨ren Sporenagglomeration aufbauen. Entgegen aller Er-
wartungen zeigten sich bei der weiteren Pelletentwicklung keine Unterschiede zwischen
AB1.13 und ∆alb1AB. Gerin et al. (1993) konnten in einer Studie mit dem Weißschim-
mel Phanerochaete chrysosporium zeigen, dass die Konzentration an Polysacchariden
auf der Sporenoberfla¨che im Laufe der Keimung deutlich ansteigt. Da Polysaccharide
relativ langgestreckte Verbindungen darstellen und nicht nur auf Konidenoberfla¨chen
sondern auch auf den Oberfla¨chen von Keimlingen und Hyphen zu finden sind, stellte
er die Vermutung auf, dass sich die ungeladenen Polysaccharide zweier Konidiopho-
re umschlingen und dadurch die Aggregation zwischen Sporen oder Zellen induzieren
ko¨nnen. Eine weitere Studie mit A. fumigatus besta¨tigt diese Beobachtungen. So ge-
langen α-1-3 Glucane, die ebenfalls zu den Polysacchariden geho¨ren, durch Abstoßung
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der a¨ußeren Hu¨lle an die Oberfla¨che der Konidien und sind dort nach Fontaine et al.
(2010) allein fu¨r den weiteren Verlauf der Aggregation der Konidien verantwortlich.
Auch unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die a¨ußere Konidienhu¨lle zwar die
prima¨re Sporenagglomeration beeinflusst, diese Interaktion von ungekeimten Sporen
aber keinerlei Einfluss auf die folgende Pelletentwicklung hat. Im Gegensatz zu dem
momentan gu¨ltigen Modell der Pelletbildung wird deren endgu¨ltige Morphologie und
-gro¨ße demnach grundlegend von spa¨ter stattfindenden Interaktionen, wahrscheinlich
der Polysaccharide, beeinflusst, die augenscheinlich in der Lage sind alle zuvor erfolgten
Sporen-Agglomerationsdefizite auszugleichen. Die fu¨r die Pelletentwicklung relevanten
Prozesse beginnen demnach erst mit der sekunda¨ren Sporenaggregation.
Biofilmbildung
Die Pelletbildung beruht auf der Interaktion und Zusammenlagerung von Sporen bzw.
Hyphen. Im Gegensatz dazu wird die Biofilmbildung durch die Interaktion von Sporen
mit fremden Oberfla¨chen eingeleitet. Trotz dieser Unterschiede beruhen beide Prozesse
auf den gleichen Grundprinzipien, der Interaktion und Anhaftung der Konidien bzw.
Hyphen an einen anderen Ko¨rper. Die prima¨re Anlagerung der Konidien spielt bei
der Biofilmbildung allerdings eine ungleich bedeutendere Rolle als bei der Pelletbil-
dung, da sie den Sporen die Zeit verschafft, die sie beno¨tigen um sich aktiv anzuheften.
Fu¨r A. niger konnte bereits gezeigt werden, dass der initialen Anheftung der Konidi-
en die Sekretion einer adha¨siven Matrix folgt. Diese extrazellula¨re Matrix wirkt wie
ein Kleber der Sporen bzw. Hyphen fest mit der Oberfla¨che verbindet (Villena und
Gutie´rrez-Correa 2007). Somit besteht die Biofilmbildung aus dem passiven Prozess
der prima¨ren Sporenanlagerung und dem aktiven Prozess der dauerhaften Anheftung
durch die Sekretion der extrazellula¨ren Matrix.
Aufgrund der erkennbaren Unterschiede zwischen demWildtyp und der Albino-Mutante
bei der Fa¨higkeit Biofilme zu bilden, legen unsere Daten die Vermutung nahe, dass die
Vera¨nderung der a¨ußeren Sporenhu¨lle einen Einfluss auf die Sporenanlagerung hat.
Ob die Vera¨nderung der prima¨ren Sporenanlagerung dabei auf Sekunda¨reffekte, aus-
gelo¨st durch die strukturellen A¨nderungen der Oberfla¨chenmorphologie, oder auf die
vera¨nderte Oberfla¨chenladung zuru¨ckgefu¨hrt werden kann, ist dabei schwer zu beur-
teilen.
Im Gegensatz dazu kann als sicher angesehen werden, dass zumindest ein Teil der
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prima¨ren Interaktionen von Sporen durch hydrophobe Wechselwirkungen beeinflusst
werden. So erfolgt z.B. die Anhaftung vieler Pflanzenpathogene durch die Interaktion
ihrer Hydrophobine mit hydrophoben Bereichen der Oberfla¨che ihrer Wirte (Wo¨sten
2001). Auch die Biofilmbildung in unseren Untersuchungen erfolgte auf hydrophoben
Polystyroloberfla¨chen. Somit spielen neben den durch das Entfernen von Melanin aus-
gelo¨sten Vera¨nderungen auch hydrophobe Wechselwirkungen fu¨r die ersten Interaktio-
nen zwischen Sporen und Oberfla¨chen eine Rolle, was den, z.T. sehr geringen Unter-
schied zwischen Mutante und Wildtyp in der Fa¨higkeit einen Biofilm zu bilden, erkla¨ren
ko¨nnte.
Zusa¨tzlich zu den hydrophobenWechselwirkungen haben auch Glykoproteine eine wich-
tige Funkion bei der Biofilmbildung. So konnte mit Konidien von Colletotrichum linde-
muthianum gezeigt werden, dass Glykoproteine essentiell fu¨r die Anhaftung der Sporen
an Polystyrol-Oberfla¨chen sind (Hughes et al. 1999). Dabei ist deren Beitrag fu¨r die
Adha¨sion von Konidien an Polystyrol z.T. deutlich sta¨rker zu gewichten, als der Beitrag
der Hydrophobine, wie u.a. mit Konidien von P. chrysosporium gezeigt werden konnte
(Gerin et al. 1993). In ruhenden Wildtyp-Sporen werden die Glykoproteine, wie auch
die Polysaccharide, von der a¨ußeren Konidienhu¨lle verdeckt und erst durch deren Ab-
stoßung im Vorfeld der Keimung freigelegt (Fontaine et al. 2010). Es besteht daher auch
die Mo¨glichkeit, dass aufgrund der reduzierten a¨ußeren Hu¨lle der Albino-Mutanten de-
ren Glykoproteine fru¨her bei der Sporenanhaftung an Polystyrol mitwirken ko¨nnen,
als dies im Wildtyp der Fall ist und dadurch die verbesserte Sporenanhaftung erreicht
wird.
Auch das Abstoßen der a¨ußeren Konidienhu¨lle im Laufe der Keimung kann einen ne-
gativen Einfluss auf die Anhaftung der Sporen an die Polystyroloberfla¨che haben, da
dabei die Konidien mo¨glicherweise die Verbindung zur Oberfla¨che verlieren. Auch in
diesem Fall ha¨tte der Wildtyp mit seiner ausgepra¨gteren a¨ußeren Hu¨lle einen Nachteil
gegenu¨ber der Albino-Mutante.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die prima¨re Anlagerung essentiell fu¨r die Bio-
filmbildung ist, da sie die Voraussetzungen fu¨r alle spa¨teren Anheftungen der Keim-
schla¨uche und Hyphen bildet. Schla¨gt die Anhaftung der Sporen dagegen fehl, verblei-
ben die Sporen und die sich spa¨ter bildenden Keimlinge und Hyphen freischwimmend
im Medium und es kommt zur Pellet-, nicht aber zur Biofilmbildung.
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Produktivita¨t in Flu¨ssigkultur
Durch die Modifizierung der a¨ußeren Konidienhu¨lle der Albino-Mutante konnten kei-
nerlei Vera¨nderungen der endgu¨ltigen Morphologie der Pellets gegenu¨ber dem Wildtyp
erreicht werden. Entsprechend waren unter identischen Kultivierungsbedingungen kei-
ne Unterschiede in der Produktivita¨t zwischen den beiden Sta¨mmen messbar. Dagegen
war ein Vergleich der Produktivita¨t zwischen Biofilmen und Pellets unter identischen
Ausgangsbedingungen mo¨glich, wobei eine um bis zu neunmal ho¨here Glucoamylaseak-
tivita¨t im U¨berstand der Biofilme gemessen werden konnte. Besta¨tigt werden diese Er-
gebnisse durch fru¨here Studien, in denen eine Steigerung der Zellulase-, β-Glukosidase-,
Endoglukanase- und Xylanaseproduktion von A. niger Biofilmen gegenu¨ber Pelletkul-
tivierungen beschrieben wurde. Fu¨r die Entwicklung der Biofilme wurden bei diesen
Versuchen keine glatte Oberfla¨chen, sondern Polyesterfasern, die im Laufe der Kulti-
vierung von dem Myzel umwachsen wurden, verwendet (Gutierrez-Correa und Villena
2003, Villena und Gutie´rrez-Correa 2006, Villena und Gutie´rrez-Correa 2007).
Die Beobachtungen legen nahe, dass filamento¨se Pilze, die als Biofilme kultiviert wer-
den, eine signifikant ho¨here Ausbeute gegenu¨ber Pelletkultivierungen ermo¨glichen.
Ursa¨chlich fu¨r diese Steigerung ko¨nnen dabei zwei Effekte sein. Zum einen zeichnen
sich Pellets, abha¨ngig von der Ru¨hrgeschwindigkeit, durch sehr kompakt aneinander
liegende Hyphen aus, wodurch der Bereich mit dem die Hyphen mit dem Kulturmedi-
um interagieren ko¨nnen, als anna¨hernd identisch mit der Kugeloberfla¨che des Pellets
angesehen werden kann. Aufgrund eines deutlich lockereren Wachstums haben die Hy-
phen in Biofilmen dagegen eine deutlich gro¨ßere Zelloberfla¨che zur Interaktion mit dem
Kulturmedium zur Verfu¨gung, was sich in einem relativ großen, stoffwechselaktiven Be-
reich widerspiegelt. Der zweite Punkt ist auf mechanischen Stress zuru¨ckzufu¨hren. So
kommt es bei der Pelletkultivierung zu Interaktionen der Pellets untereinander und mit
der Reaktorwand, wodurch einzelne, aus dem Pellet herauswachsende Hyphen enormen
Kra¨ften ausgesetzt und dadurch bescha¨digt oder abgerissen werden. Aus diesem Grund
mu¨ssen die Hyphen wa¨hrend einer Pelletkultivierung zum einen permanent ihre Sep-
tem schließen, um eine Auslaufen des Zytoplasmas zu verhindern, zum anderen wird
ein erheblicher Teil der ihnen zu Verfu¨gung stehenden Energie fu¨r die Reparatur der
Hyphen aufgewandt. Des Weiteren werden Enzyme vor allem an der Hyphenspitze
sekretiert (Gordon et al. 2000, Taheri-Talesh et al. 2008), sodass es neben dem Ener-
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gieverbrauch auch noch zu einer Unterbrechung der Sekretion der Zielenzyme kommen
kann. Wa¨hrend einer Biofilmkultivierung werden die Hyphen keinen solchen mechani-
schen Kra¨ften ausgesetzt, sodass zum einen die Energie fu¨r die Reparatur der Hyphen
gespart, zum anderen die Sekretion der Zielprodukte nicht unterbrochen wird.
Die Produktion von Enzymen und chemischen Verbindungen mit Hilfe von A. niger
Biofilmen ko¨nnte daher eine Strategie zur Optimierung von biotechnologischen Prozes-
sen darstellen.
Abschließend ko¨nnen aus diesem Teil der Arbeit drei Erkenntnisse abgeleitet werden:
Erstens hat die prima¨re Sporenagglomeration keinen Einfluss auf die endgu¨ltige Pel-
letmorphologie von A. niger. Zweitens haften A. niger Albino-Konidien besser an
Polysterol-Oberfla¨chen und bilden somit besser Biofilme als Wildtyp-Konidien und
drittens weisen Proben aus Biofilmkultivierungen eine erheblich ho¨here Glucoamylase-
aktivita¨t als Proben aus Pelletkultivierungen auf.
4.2 Aufgaben der mitogen-aktivierten Proteinkinase
MAKB in Aspergillus niger
Die Deletionsmutanten des makb-Signalwegs zeigen einen pleiotrophen Pha¨notyp so-
wohl bei der Keimung, der vegetativen Entwicklung, als auch wa¨hrend der asexuel-
len Vermehrung von A. niger. Die Ausschaltmutanten von ∆makbAB und ∆ste7AB
wurden fu¨r die Untersuchungen mit dem Wildtyp AB1.13 sowie den komplementier-
ten Ausschaltmutanten bezu¨glich Konidienmorphologie und hydrophobe Eigenschaf-
ten, Keimungsgeschwindigkeit, Hyphenwachsum, Konidiophormorphologie, Sporulati-
on, dem makroskopischen Erscheinungsbild sowie auf mo¨gliche Auswirkungen auf die
Pelletentwicklung in Flu¨ssigkultur und die Regulation von Sekunda¨rmetaboliten hin
verglichen.
Konidienmorphologie und hydrophobe Eigenschaften
Die Morphologie der Sporen wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie zwischen
den Sta¨mmen ∆makbAB und AB1.13 verglichen. Die Sporen beider Sta¨mme wiesen
bei der Probenvorbereitung eine vergleichbare Dunkelfa¨rbung durch Anlagerung von
Melanin auf. Auch wa¨hrend der mikroskopischen Untersuchung der Sporenoberfla¨chen
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reifer Sporen offenbarte sich kein Unterschied zwischen den Sta¨mmen. Entsprechend
kann davon ausgegangen werden, dass die MAP-Kinase MAKB keine essentielle Funk-
tion bei der Sporenbildung einnimmt oder Auswirkungen auf deren morphologisches
Erscheinungsbild hat. Allerdings lagen in den Proben der Ausschaltmutante eine große
Anzahl unreifer Sporen mit glatten Oberfla¨chen vor. Fu¨r die Untersuchungen wur-
den Sporen von vier Tage alten Kolonien verwendet. Da die Sporenbildung unter den
gewa¨hlten Bedingungen auch bei den Mutanten bereits nach zwei Tagen einsetzt, kann
davon ausgegangen werden, dass die große Anzahl an unreifen Sporen von ∆makbAB
zumindest nicht allein auf die verzo¨gert einsetzende Sporulation zuru¨ckzufu¨hren ist. Es
wird daher vermutet, dass der von Sewall (1990) beschriebene Reifungsprozess in den
Sporen der Ausschaltmutanten langsamer abla¨uft.
Die U¨berpru¨fung der Hydrophobizita¨t der Sporen mit dem Bena¨ssbarkeitsassay er-
gab ebenfalls keine Unterschiede zwischen AB1.13 und ∆makbAB, was z.T. mit der
Beschreibung entsprechender Ausschaltmutanten in T. virens (Kumar et al. 2010)
u¨bereinstimmt. Den Ergebnissen folgend scheint die MAP-Kinase somit keinen Ein-
fluss auf die Sporenmorphologie sowie deren hydrophobe Eigenschaften in A. niger zu
haben. Die verlangsamte Reifung, die am deutlichsten durch die verminderte Struktu-
rierung der Sporenoberfla¨che, vermutlich verursacht durch eine verzo¨gerte Einlagerung
der strukturgebenden Laminine (Tronchin et al. 1993), muss dabei nicht direkt durch
die makb- bzw. ste7 -Ausschaltung verursacht werden. Sie kann auch ein Sekunda¨reffekt
der schlechteren Na¨hrstoff- und Energieversorgung wa¨hrend der Sporulation sein (s.u.).
Keimung und Wachstumsgeschwindigkeit von Keimlingen
Die Keimung der Ausschaltmutanten ∆makbAB und ∆ste7AB tritt verzo¨gert ge-
genu¨ber den Vergleichssta¨mmen ein. Die Ursache fu¨r diese Verzo¨gerung ist schwer
einzugrenzen, sie ist vermutlich aber nicht in der langsameren Reifung der Konidi-
en der Ausschaltmutanten zu suchen, da auch bei Sporen mit einer la¨ngeren Reife-
zeit dieser Effekt zu beobachten war. Obwohl sich die a¨ußere Morphologie der Sporen
von ∆makbAB und ∆ste7AB nicht vom Wildtyp unterscheidet, kann dennoch eine
allgemein schlechtere Konidienqualita¨t fu¨r die verzo¨gerte Keimung der Sporen verant-
wortlich sein. Der Grund kann dabei entweder bei der Konidienbildung oder in einer
Funktion der Kinasen wa¨hrend der Keimung begru¨ndet liegen.
Fu¨r die Ausschaltung der orthologen Kinase in A. nidulans konnte mo¨glicherweise ein
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a¨hnlicher Effekt beobachtet werden (Jun et al. 2011). Fu¨r die Untersuchungen wurden
Konidien auf Festmedium vereinzelt und nach 17 Stunden der Radius des sich bilden-
den Myzels bestimmt. Dieser fiel bei ∆mpkB-Sta¨mmen signifikant geringer aus als beim
Wildtyp, woraus allerdings geschlossen wurde, dass die Hyphenwachstumsgeschwindig-
keit der Keimlinge bzw. des Myzels der Mutante geringer ist als beim Wildtyp. Eine
alternative Erkla¨rung fu¨r diese Beobachtung wa¨re die verzo¨gerte Keimung der Spo-
ren, wodurch die Keimlinge und Hyphen der Mutante weniger Wachstumszeit ha¨tten,
was ebenfalls den signifikant geringeren Durchmesser der Kolonie erkla¨ren wu¨rde. Eine
separate U¨berpru¨fung des Keimungszeitpunkts ist in der Vero¨ffentlichung nicht doku-
mentiert (Jun et al. 2011). Die Annahme der Autoren, dass der Keimungszeitpunkt
der Konidien der Mutante nicht beeintra¨chtigt ist, beruht womo¨glich auf den Ergebnis-
sen der Ausschaltung des Gens der orthologen Kinase MAK-2 in N. crassa. Fu¨r diese
konnte keine Verschiebung des Einsetzens der Keimung, wohl aber eine Ausweitung des
Zeitraums, in dem die Sporen keimen, im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden.
Daru¨ber hinaus zeigten die ∆mak-2 Keimlinge ein deutlich verlangsamtes Wachstum
der Keimschla¨uche (Pandey et al. 2004).
Die Wachstumsgeschwindigkeit der Keimlinge konnte in A. niger nicht quantifiziert
werden. Zu Zeitpunkten, zu denen zwischen dem Wildtyp bzw. den Mutanten ver-
gleichbare Keimraten vorlagen, schwankte die Keimlingsla¨nge in allen Proben zwischen
einigen wenigen und bis zu 50 µm, sodass der sich ergebende Fehler jegliche Auswer-
tung eru¨brigte. Von der Quantifizierung abgesehen, konnten allerdings keine auffa¨lligen
Defizite bei der Wachstumsgeschwindigkeit der Keimlinge der Mutanten im Vergleich
zum Wildtyp beobachtet werden.
Hyphenwachstum
Besta¨tigt werden konnte dagegen, dass die allgemeine Hyphenwachstumsgeschwindig-
keit von ∆makbAB und ∆ste7AB signifikant gegenu¨ber dem Wildtyp reduziert ist.
Ein hierzu identisches Verhalten zeigt der ∆mpkB-Stamm aus A. nidulans. Aus dem
reduzierten Hyphenwachstum wurde dabei die Schlussfolgerung gezogen, dass MpkB
an einer fu¨r die Hyphenverla¨ngerung wichtigen Signalweiterleitung beteiligt ist (Jun
et al. 2011). Die Vermutung wird vor allem damit begru¨ndet, dass die mit MpkB eng
verwandte, paraloge MAP-Kinase MpkA ebenfalls einen Effekt auf das Hyphenwachs-
tum hat (Bussink und Osmani 1999). Der endgu¨ltige Nachweis fu¨r diese Theorie steht
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allerdings noch aus. Identische Effekte konnten daru¨ber hinaus auch in Sta¨mmen or-
thologer Ausschaltungen von T. virens (Mukherjee et al. 2003) oder N. crassa (Pandey
et al. 2004) beobachtet werden.
Es ist bekannt, dass die Kinase MAK-2 in N. crassa an der Fusion von Keimlingen
und Hyphen wa¨hrend des vegetativen Lebenszyklus beteiligt ist. Auch fu¨r A. nidulans
wurde eine essentielle Bedeutung des orthologen Signalwegs fu¨r die Hyphenfusion be-
schrieben (Wei et al. 2003). In A. niger wurden dagegen Fusionsereignisse zwischen
Hyphen bisher nicht direkt beschrieben. Aufgrund seiner Fa¨higkeit zur parasexuellen
Vermehrung kann aber davon ausgegangen werden, dass auch A. niger zur Hyphenfu-
sion befa¨higt ist.
Unter diesen Gesichtspunkten lag die Vermutung nahe, dass in den Sta¨mmen ∆makbAB
und ∆ste7AB die Hyphenfusion beeintra¨chtigt sein ko¨nnte. Entsprechend ergab sich
daraus die Hypothese, dass die verminderte Wachstumsgeschwindigkeit der Mutanten
nicht auf einer Beteiligung der Kinase an einer fu¨r das Hyphenwachstum wichtigen Si-
gnalweiterleitung, sondern durch eine geringere Vernetzung des Myzels verursacht wird.
Eine Folge wa¨re der Wegfall des Austauschs von Na¨hrstoffen und Vesikeln zwischen den
Hyphen, sodass jede Hyphe der Mutanten sich eigensta¨ndig versorgen und organisie-
ren muss. Die Bedeutung der Vernetzung fu¨r den Na¨hrstofftransport wurde mit Hilfe
von N. crassa Fusionsmutanten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass vor al-
lem in jungen, metabolisch aktiven Hyphen ein sehr umfangreicher Na¨hrstoffaustausch
zwischen den Kompartimenten stattfindet (Simonin et al. 2012).
Die geringe Reduzierung der Wachstumsgeschwindigkeit der Hyphen wa¨re somit nur ein
Sekunda¨reffekt der Unfa¨higkeit der Ausschaltmutanten ein Hyphennetzwerk zu bilden.
Unterstu¨tzt wird diese Vermutung durch die Untersuchungen von Mutanten, fu¨r die ein
Defekt bei der Hyphenfusion sicher beschrieben ist. So wurde bereits bei der ersten Fu-
sionsmutante von N. crassa ein Wachstumsdefekt und ein unregelma¨ßig ausgepra¨gter
Hyphenrand, bei dem einzelne Hyphen deutlich aus der Wachstumsfront hervorstachen,
beschrieben (Wilson und Dempsey 1999). Auch fu¨r eine Vielzahl anderer Fusionsmu-
tanten, wie der ∆ham-1 - oder der ∆wsc-1 -Mutanten aus N. crassa (Maddi et al. 2012),
der ∆mgv1 -Mutante aus F. graminearum (Hou et al. 2002) oder der ∆steC -Mutante
aus A. nidulans (Wei et al. 2003) wurde neben den Fusions- auch einen deutlichen
Wachstumsdefekt beschrieben.
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Neben diesem indirekten Effekt besteht auch die Mo¨glichkeit eines direkten Beitrags
der MAP-Kinase MAKB an Wachstumsprozessen der Hyphenspitzen. So konnte in N.
crassa gezeigt werden, dass die MAP-Kinase MAK-2 mit dem Spitzenko¨rper assoziiert
vorliegt (Dettmann et al. 2012). Der an den Hyphenspitzen lokalisierte Spitzenko¨rper
ist eine Komplex aus Vesikeln, Bestandteilen des Zellskeletts und Polarita¨tsfaktoren
und nimmt beim polaren Spitzenwachstum der Hyphen eine zentrale Position ein (Vi-
rag und Harris 2006, Riquelme et al. 2011). Wenngleich eine Lokalisierung von MAKB
an wachsenden Hyphenspitzen von A. niger nicht mo¨glich war, konnte dennoch ein
zytoplasmatisches MAKB-GFP Signal in den Randbereichen radial wachsender Kolo-
nien beobachtet werden (Abb. 3.34). Somit besteht die Mo¨glichkeit, dass MAKB an
der Weiterleitung von Informationen des polaren Hyphenwachstums beteiligt ist und
direkten Einfluss auf die Effektivita¨t dieses Prozesses hat.
Konidiophormorphologie
Die Konidiophore der ∆makbAB und ∆ste7AB Ausschaltmutanten weisen keine mor-
phologischen Unterschiede im Vergleich zuWildtyp-Konidiophoren auf. Die Bildung der
Sporenko¨pfe setzt, je nach Na¨hrstoffversorgung, verzo¨gert im Vergleich zum Wildtyp
ein, bildet in Anzahl und Erscheinungsbild aber eine vergleichbare Menge an prima¨ren
und sekunda¨ren Sterigmata. Die bereits mehrfach fu¨r die entsprechenden Ausschalt-
mutanten in A. nidulans beschriebenen, erheblichen morphologischen Deformationen
konnten dagegen zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden (Wei et al. 2003, Jun et al.
2011). Dagegen stimmt die Lokalisierung von MAKB-GFP in den Metulae und Phiali-
den von A. niger mit der Lokalisierung von MpkB-GFP und SteC-GFP (der MAKKK
von MpkB) in A. nidulans u¨berein. (Bayram et al. 2012, Wei et al. 2003). Bayram et al.
beschreibt daru¨ber hinaus, dass MpkB-GFP vor allem in den Kernen und den Septen
der Metulae und Phialiden akkumuliert. Eine Besta¨tigung der Kernlokalisierung war
mit der Expression von MAKB-GFP, unter Kontrolle des makb-Promotors und vom
urspru¨nglichen makb-Locus abgelesen, nicht mo¨glich. Dagegen zeigte das MAKB-GFP
Fusionskonstrukt unter Kontrolle des konstitutiv aktiven pki1 -Promotors eine deut-
liche Tendenz in den Kernen zu akkumuieren, wobei dies unabha¨ngig vom Ort und
Entwicklungszustand in allen Kompartimenten zu beobachten war. Ausgehend von die-
sen Daten ist nicht eindeutig feststellbar, ob die versta¨rkte Kernlokalisierung der stark
u¨berexprimieren Kinase MAKB ein Artefakt ist oder ob die Kernlokalisierung von
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MAKB unter Kontrolle des makb-Promotors aufgrund einer zu geringen Signalsta¨rke
mit unseren Mittel nicht detektierbar war.
Sporulation
Die Unterbrechung des MAKB-Signalwegs ermo¨glichte einen neuen Ansatz zur Unter-
suchung der Induktion der Sporenbildung in A. niger. Unsere Daten zeigen zum einen,
dass im Wildtyp MAKB die Sporulation in Abha¨ngigkeit von der Myzeldichte induziert
und zum anderen, dass in den Ausschaltmutanten die Sporenbildung ausschließlich von
der Na¨hrstoffversorgung abha¨ngt, wobei der Signalweg der die Induktion vermittelt,
unbekannt ist.
Auswirkungen von makb-orthologen Ausschaltungen auf die Sporulation
Eine Reduktion der Sporenmenge konnte u.a. fu¨r ∆mpkB-Mutanten aus A. nidulans
(Jun et al. 2011, Bayram et al. 2012), ∆mak-2 -Sta¨mmen aus N. crassa (Pandey et al.
2004) und ∆cmk1 aus C. lagenarium (Takano et al. 2000) gezeigt werden. Im Gegen-
satz dazu wurde fu¨r die entsprechenden Deletionsmutanten ∆cpMK2 aus Cryphonec-
tria parasitica (Choi et al. 2005) und ∆chk1 aus Cochliobolus heterostrophus (Lev et
al. 1999) ein vollsta¨ndiger Ausfall der Konidienbildung beschrieben. Fu¨r ∆tmkA aus T.
virens (Mukherjee et al. 2003, Kumar et al. 2010), ∆fmk1 aus Fusarium oxysporum (Di
Pietro et al. 2001) und ∆pmk1 aus M. grisea (Xu und Hamer 1996) konnte dagegen
keine Auswirkungen auf die gebildete Konidienmengen dokumentiert werden. Die In-
duktion der Sporenbildung durch MAKB und ihren orthologen MAP-Kinasen ist somit
in vielen, wenn auch nicht allen, Pilzen konserviert und ein Verlust der MAP-Kinase
wirkt sich direkt auf die Sporenbildung aus. Daru¨ber hinaus besitzen die meisten fila-
mento¨sen Pilze einen zweiten Mechanismus, der unabha¨ngig von der MAKB orthologen
MAP-Kinase die Sporenbildung induzieren kann. Die Induktion der Sporenbildung u¨ber
diesen zweiten Mechanismus fu¨hrt dabei zumeist zu einer geringeren Sporenmenge.
Sporulation - Abha¨ngigkeit vom Myzelalter bzw. der Myzeldichte
Axelrod et al. (1973) kommt durch Synchronisationsexperimente zu der Schlussfolge-
rung, dass ein Myzel ein Mindestalter aufweisen muss, bevor es zur Sporulation befa¨higt
ist. Da er fu¨r seinen Experimente keine Energie- oder Stickstoﬄimitierung beschreibt,
kann davon ausgegangen werden, dass ausreichend Na¨hrstoffe vorhanden waren und
die Konidienbildung durch einen MAKB-orthologen Signalweg induziert wurde.
Brown et al. (2009) konnte in Untersuchungen mit A. flavus zeigen, dass die Indukti-
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on der Konidien- bzw. Sklerotienbildung entgegengesetzt verla¨uft und direkt von der
Myzeldichte abha¨ngt. Als Botenstoff, der den Hyphen das Erreichen eines bestimm-
ten Grenzwerts anzeigt, wurde Linolsa¨ure bzw. Linolsa¨ure-Derivate identifiziert. Li-
nolsa¨ure ist die am ha¨ufigsten vorkommende Fettsa¨ure in Aspergillen. Es ist daher
davon auszugehen, dass die Anreicherung eines Botenstoffs, mo¨glicherweise eines Li-
nolsa¨ure-Derivats, das Signal fu¨r die Induktion der Sporenbildung in A. niger darstellt.
Linolsa¨ure selbst scheint dabei nicht das Myzeldichte-Signal in A. niger zu sein, da des-
sen Anwesenheit keine Auswirkungen auf die Differenzierung des Myzels hatte (Daten
nicht gezeigt). Unter dem Gesichtspunkt, dass A. niger eine relativ konstante Wachs-
tumsgeschwindigkeit der Hyphen aufweist, ist es sehr wahrscheinlich, dass das von
Axelrod et al. beschriebene Mindestalter des Myzels mit dem Erreichen der von Brown
et al. beschriebenen Myzeldichte gleichzusetzen ist.
Ob das Einleiten der Sporenbildung nach einer definierten Zeitspanne oder nach dem
Erreichen einer Mindestmyzeldichte auch den fru¨hest mo¨glichen Zeitpunkt darstellt,
ab dem das Myzel theoretisch in der Lage ist zu differenzieren und Konidiophore zu
bilden, muss dabei nicht zwingend gegeben sein. Es ist auch mo¨glich, dass das Myzel
diese Kompetenz schon zu einem fru¨heren Zeitpunkt erreicht, die Induktion der Spo-
renbildung zu diesem Zeitpunkt aber u¨ber die in den Vero¨ffentlichungen u¨berpru¨ften
Mechanismen noch nicht erfolgt.
Sporulation bei Na¨hrstoffmangel
Unsere Ergebnisse zeigen, dass unter Na¨hrstoffmangel die Sporulation im Wildtyp und
den Mutanten fru¨her einsetzt als auf Medium mit einer ausreichenden Na¨hrstoffversor-
gung (Abb. 3.28). Demnach besitzt das Myzel zu diesem Zeitpunkt bereits die Kom-
petenz zu sporulieren (Skromne et al. 1995, Krijgsheld et al. 2013). Die Induktion
der Sporenbildung erfolgte zu diesem Zeitpunkt nicht durch den MAKB-Signalweg,
da zum einen nach Brown et al. noch keine ausreichende Myzeldichte erreicht wurde
und zum anderen kein Unterschied zwischen dem Wildtyp und den Mutanten mit dem
unterbrochenen MAKB-Signalweg erkennbar war.
Diese Ergebnisse, zusammen mit den Beobachtungen der submersen Sporulation, le-
gen die Vermutung nahe, dass die na¨hrstoffabha¨ngige Induktion der Sporenbildung eine
Strategie von A. niger darstellt, mit der er seine Verbreitung auch unter ungu¨nstigen
Lebensbedingungen sicherstellt. Wird der na¨hrstoffabha¨ngige Signalweg aktiviert, ver-
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setzt dies den Pilz in die Lage, einen Großteil der Kontrollmechanismen und Grund-
voraussetzungen der vegetativen Sporenbildung zu umgehen. Dies wird vor allem bei
der submersen Konidienbildung erkennbar (Abb. 3.30), da das Fehlen von Sauerstoff
ansonsten eine Inhibierung der durch MAKB induzierten Sporenbildung bewirkt. Die
Ergebnisse unterstreichen die Kompetenz des na¨hrstoffabha¨ngigen Signalwegs, die Ko-
nidienbildung auch unter ungu¨nstigen Bedingungen zu induzieren und beweisen, dass
dieser Signalweg unabha¨ngig vom MAKB-Signalweg agiert.
Sporulation bei ausreichender Na¨hrstoffversorgung
Betrachtet man die Sporulation in den Ausschaltmutanten bei ausreichender Na¨hrstoff-
versorgung erkennt man, dass diese stark verzo¨gert eingeleitet bzw. bei sehr hohen
Glukosekonzentrationen, vollsta¨ndig unterdru¨ckt wird. Im Gegensatz dazu hat die Glu-
kosekonzentration keinen Einfluss auf die Sporenbildung des Wildtyps. Die Induktion
erfolgt bei allen Konzentrationen zu identischen Zeitpunkten und ist demnach aus-
schließlich von MAKB und somit von der Myzeldichte der Kolonie abha¨ngig. Nach
Axelrod et al. stimmt dieser Zeitpunkt mit dem Myzelmindestalter fu¨r die Sporenbil-
dung u¨berein. Unsere Ergebnisse zeigten dagegen, dass dies nicht der fru¨hest mo¨gliche
Zeitpunkt fu¨r die Konidienbildung ist, sondern nur der fru¨hest mo¨gliche Zeitpunkt, der
durch den MAKB-Signalweg induziert werden kann.
Auswirkungen der Glukosekonzentration auf die Sporenmenge
Nach dem Einsetzen der Sporenbildung im Wildtyp ist die absolute Menge der gebilde-
ten Konidien direkt von der Ausgangskonzentration an Glukose abha¨ngig. Das heißt,
dass der Wildtyp einen Großteil der ihm zur Verfu¨gung stehenden Energie zur Koni-
dienbildung verwendet. Im Gegensatz dazu ist in ∆makbAB und ∆ste7AB oberhalb
einer bestimmten Glukosekonzentration keinerlei Sporenbildung erkennbar, ein Großteil
der zur Verfu¨gung stehenden Energie wird dementsprechend ausschließlich zum Auf-
rechterhalten des allgemeinen Zellmetabolismus verwendet. Erst beim Unterschreiten
der beschriebenen Glukose-Grenzkonzentration setzt die Sporenbildung ein. Da diese
Grenzkonzentration immer gleich und unabha¨ngig von der Ausgangskonzentration ist,
steht ab dem Einsetzen der Sporenbildung in den Mutanten immer die gleiche Glu-
kosemenge als Energiequelle fu¨r die Konidienbildung zur Verfu¨gung. In Folge dessen
stagniert die absolute Sporenmenge in den Ausschaltmutanten ab einer bestimmten
Ausgangskonzentration an Glukose und steigt nicht parallel, wie es fu¨r den Wildtyp
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beobachtet wurde, mit dieser an (Abb. 3.27). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die
konstante Konidienmenge der Mutanten direkt mit der Glukose-Grenzkonzentration,
unterhalb derer die Induktion der Sporenbildung erfolgt, korreliert und nicht durch die
Deletion der MAP-Kinasen MAKB verursacht wird.
Bei geringen Glukosekonzentrationen (12,5 bzw. 25 mM) verhalten sich der Wildtyp
und die Ausschaltmutanten dagegen identisch, es sind keine Unterschiede in der Spo-
renzahl erkennbar.
Sporulation - Glukose-Maximalkonzentration fu¨r die Aktivierung der MAKB-
unabha¨ngigen Sporeninduktion
Die Na¨hrstoffkonzentration oberhalb welcher keine Konidiophorentwicklung in ∆makb-
AB bzw. ∆ste7AB erfolgt, muss fu¨r eine vollsta¨ndige Inhibierung mindestens 110 bis
150 mM Glukose im Medium betragen (Abb. 3.31). Womo¨glich ist die beschriebene,
vollsta¨ndige Unterdru¨ckung der Sporenbildung in C. parasitica ebenfalls auf eine In-
hibierung aufgrund einer ausreichenden Na¨hrstoffversorgung zuru¨ckzufu¨hren, da die
Versuche auf na¨hrstoffhaltigem PDA-Medium durchgefu¨hrt wurden und keine Anga-
ben zur Na¨hrstoffkonzentration im Medium zum Probenzeitpunkt erfolgten (Choi et
al. 2005).
Die Konzentration von 110 bis 150 mM Glukose, unterhalb derer die Sporenbildung in
den Mutanten induziert wird, steht dabei mit einigen Ergebnissen, u.a. der radialen
Kolonieentwicklung auf Festmedium, im Widerspruch. Bei der Analyse der Entwick-
lung der Kolonie kam es bereits ab einer Konzentration von 50 mM Glukose zu einer
zeitlichen Verschiebung und somit zu einer Inhibierung der Sporulation bei ∆makbAB
und ∆ste7AB im Vergleich zum Wildtyp. Die Ursache fu¨r diese Diskrepanz ist wahr-
scheinlich bei der Analyse der Glukosekonzentration zu suchen. Im Laufe des Versuchs
entwickelte sich eine einige Millimeter dicke Myzelschicht u¨ber dem Flu¨ssigmedium. Die
Glukose musste daher durch das gesamte Myzel bis in die oberen Bereiche transportiert
werden, wobei sie verbraucht wurde und mit zunehmender Myzelsta¨rke die Konzentra-
tion an Glukose, die die oberen Myzelbereiche erreichte, sank. Die gemessene Glukose-
konzentration beim Einsetzen der Sporulation stellt daher eher die Grenzkonzentration
dar, ab der nicht mehr genu¨gend Glukose durch das Myzel diffundiert oder transpor-
tiert wird, sodass in den von der Quelle am weitesten entfernten Myzelbereichen die
Sporenbildung durch Na¨hrstoffmangel induziert werden konnte.
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Auswirkungen der dauerhaften Aktivierung von MAKB auf die Konidio-
phorentwicklung
Neben den Ausschaltmutanten wurden fu¨r die Charakterisierung des makb-Signalwegs
auch die dominant aktiven ste7daAB-Mutanten verwendet. Orthologe Mutanten wur-
den bereits in anderen Organismen wie N. crassa (Dettmann et al. 2012), Ustilago
maydis (Mu¨ller et al. 2003) oder S. cerevisiae (Maleri et al. 2004) beschrieben, wo-
bei es teilweise zu sehr unterschiedlichen Auswirkungen kam. Fu¨r U. maydis wurde
ein irregula¨res Filamentwachstum beschrieben, wobei die Strukturen A¨hnlichkeiten zu
Konjugations-Schla¨uchen aufwiesen. Konjugations-Schla¨uchen beno¨tigt U. maydis um,
in Anwesenheit eines passenden Partners, von seiner haploiden in die diploide, patho-
gene Form zu wechseln. Auch fu¨r S. cerevisiae wurde eine Fo¨rderung des filamento¨sen
Wachstums durch die dominant aktive Ste7-Kinase beschrieben, dagegen weisen ent-
sprechende N. crassa-Mutanten erhebliche Entwicklungsdefizite auf und sind nahezu
nicht lebensfa¨hig.
In A. niger ste7daAB ist, wie in den Ausschaltmutanten, eine deutliche Reduzierung
der gebildeten Sporenmenge im Vergleich zum Wildtyp erkennbar. Im Gegensatz zu
∆makbAB und ∆ste7AB setzte die Sporenbildung aber nicht zeitverzo¨gert zum Wild-
typ ein. Des Weiteren war die Sporenmenge der ste7daAB-Mutanten konstant um die
gleiche Menge, im Vergleich zum Wildtyp, reduziert (Abb. 3.38), wohingegen sich die
Differenz der Sporenmenge zwischen den Ausschaltmutanten und dem Wildtyp mit
der Zeit verringerte (Abb. 3.20). Da keine Zeitverzo¨gerung bei der Sporulation er-
kennbar war, ist es wahrscheinlich, dass die Sporenbildung in den ste7daAB-Mutanten
durch den MAKB-Signalweg induziert wurde. Auch die reduzierte Konidienmenge in
den dominant aktiven Mutanten kann durch die dauerhafte Aktivierung des MAKB-
Signalwegs verursacht werden. Zwar zeigte die Mikroskopie radial wachsender Kolonien,
dass dauerhaft aktiviertes MAKB die Konidiophorbildung fru¨her einleitet, es ist aber
durchaus mo¨glich, dass im weiteren Entwicklungsverlauf das aktivierte MAKB inhibie-
rend auf die Konidienbildung wirkt.
Modell der Sporeninduktion in A. niger
Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse der Untersuchung von MAKB, dass die
Kinase an der Myzeldichte-abha¨ngigen Regulation der Sporenbildung in A. niger be-
teiligt ist. Die MAP-Kinase steuert dabei u.a. den Bildungszeitpunkt der Stiele und
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somit aller folgenden Strukturen der Konidiophore, wobei sie vor allem bei der Indukti-
on der prima¨ren und sekunda¨ren Sterigmata im Vesikel akkumuliert. In ∆makbAB und
∆ste7AB wird die Sporenbildung dagegen na¨hrstoffabha¨ngig induziert. Das optische
Erscheinunsbild der Konidiophore entspricht dem Wildtyp, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass der zweite Signalweg die gleichen Mechanismen zur Konidiophor-
und Konidienbildung aktiviert, wie der MAKB-Signalweg.
Es wird angenommen, dass ein Pilzmyzel die Kompetenz, Konidien zu bilden, im An-
schluss an die Keimung erst erlangen muss (Axelrod et al. 1973). Unsere Ergebnisse
zeigen allerdings, dass die MAKB-abha¨ngige Induktion der Konidienbildung vor allem
von der Myzeldichte, sowie einer Mindestzeitspanne mit Zugang zu Umgebungsluft,
abha¨ngt. Der MAKB-unabha¨ngige Signalweg ist dagegen in der Lage, bei Na¨hrstoff-
mangel, die Sporenbildung fru¨her als der MAKB-abha¨ngige Signalweg zu induzieren
(Abb. 4.1) und auch die ste7daAB-Mutanten sind in der Lage, die Entwicklung von
Konidiophore in nur wenige Stunden altem Myzel einzuleiten. Demnach besteht zwar
weiterhin die Mo¨glichkeit, dass ein Myzel die Kompetenz zur Sporenbildung erst im
Laufe seiner Entwicklung erwerben muss, allerdings ist das entsprechende Mindestalter
diesbezu¨glich schwer definierbar.
Einfluss von MAKB auf die Produktion von Sekunda¨rmetaboliten
Filamento¨se Pilze sind in der Lage, eine große Bandbreite von Sekunda¨rmetaboliten
herzustellen. Die exakten chemischen Verbindungen sind dabei meist artspezifisch und
die tatsa¨chliche Synthese ha¨ngt oft von a¨ußeren Einflu¨ssen sowie vom Entwicklungs-
stadium des Pilzes ab. Expressionsuntersuchungen haben gezeigt, dass die Regulierung
der Synthese von Sekunda¨rmetaboliten auch von MAP-Kinasen abha¨ngt (Bayram et
al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass MpkB in A. nidulans essentiell fu¨r die Akti-
vierung der Synthese des Antibiotikums Penicillin, des Karzinogens Sterigmatocystin
und des mo¨glichen Tumormedikaments Terrequinone A ist (Atoui et al. 2008). Bay-
ram et al. (2012) konnte außerdem zeigen, dass die MAP-Kinase nicht direkt einen
Transkriptionsfaktor anspricht, sondern dass sie durch Phosphorylieurng von VeA die
Bildung des VeA, VelB und LaeA-Komplexes fo¨rdert, dem zentralen Regulator der Se-
kunda¨rmetabolit-Expression in A. nidulans. Ein auffa¨lliges Merkmal von ∆makbAB
und ∆ste7AB war die Anreicherung von vermutlich Melanin im Medium unterhalb
sporenbildender Bereiche. Park et al. (2008) konnte mit einer N. crassa ∆mak-1 -
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Abb. 4.1: Modell der Induktion der Konidiogenese in A. niger. Die Induktion der
Sporenbildung kann nach Erreichen der Kompetenz des Myzels zur Differenzierung durch
zwei unabha¨ngige Signalwege erfolgen. Die Hunger-induzierte Sporenbildung kann fru¨her als
die Myzeldichte-induzierte Sporenbildung erfolgen. Dies ha¨ngt allerdings direkt von der
Na¨hrstoffversorgung ab.
Mutante zeigen, dass die Melanin-Biosynthese durch cAMP aktiviert und durch die
Kinase MAK-1 reprimiert wird. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass MAKB in A.
niger ebenfalls einen reprimierenden Einfluss auf die Melanin-Biosynthese besitzt.
In weiteren Analysen betrachteten wir den Einfluss der Kinase auf die Synthese und
Freisetzung von volatilen Stoffen. Diese Stoffe sind noch relativ wenig untersucht, wobei
bereits 250 Verbindungen identifiziert werden konnten, von denen viele einen charakte-
ristischen Geruch aufweisen (Morath et al. 2012). Die Aufgaben der Verbindungen sind
nur zum Teil bekannt, ein Großteil du¨rfte aber der Kommunikation dienen. Ein Merk-
mal von ∆makbAB und ∆ste7AB war ein intensiver Erdgeruch, der regelma¨ßig bei den
Mutanten, aber niemals beim Wildtyp mit der entsprechenden Intensita¨t wahrgenom-
men wurde. Der Geruch wird wahrscheinlich durch Geosmin verursacht. Die Analysen
besta¨tigten diese Beobachtung teilweise, da nur ein ebenfalls flu¨chtiger Vorla¨ufer von
Geosmin in einer deutlich erho¨hten Konzentration identifiziert werden konnte. Somit
konnte gezeigt werden, dass auch die Regulierung der Synthese von volatilen Stoffen
u.a. u¨ber MAP-Kinase-Signalwegen erfolgt.
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Messwerte der Sporenverteilung zwischen wa¨ssriger- und Hexadekan-Phase
Tab. 5.1: OD400 in der wa¨ssrigen Phase
vor der U¨berschichtung mit Hexadekan
AB1.13 ∆alb1AB SKAn1015 ∆alb1SK
1,29 0,61 0,542 0,47
nach der U¨berschichtung mit Hexadekan
0,756 0,305 0,282 0,273
0,682 0,231 0,289 0,288
0,664 0,321 0,316 0,282
Ha¨ufigkeit der gemessenen Partikelgro¨ßen bei der Messung des Aggregati-
onsverhalten
Tab. 5.2: Ha¨ufigkeitsverteilung fu¨r SKAn1015 und alb1SK
pH 2,0 pH 3,5
SKAn1015 ∆alb1SK SKAn1015 ∆alb1SK
20 7 43 41 6
40 12 27 31 15
60 14 8 13 6
80 5 6 5 4
100 8 3 1 4
250 30 14 9 17
500 5 0 0 7
1000 20 0 0 40
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Tab. 5.3: Ha¨ufigkeitsverteilung fu¨r AB1.13 und alb1AB
pH 2,0 pH 3,5
AB1.13 ∆alb1AB AB1.13 ∆alb1AB
20 20 60 50 22
40 17 22 35 35
60 11 5 7 8
80 7 3 0 2
100 14 1 0 2
250 31 6 8 5
500 0 3 0 6
1000 0 0 0 18
Sukrase- und Glucoamylaseaktivita¨t von Pellets und im U¨berstand
Tab. 5.4: Glucoamylaseaktivita¨t von AB1.13 und alb1AB in µkat/ml
AB1.13 ∆alb1AB
Pelletassoziiert 25,6 ± 7,8 22,5 ± 6,9
im U¨berstand 19,2 ± 4,8 13,0 ± 5,4
Tab. 5.5: Sukraseaktivita¨t von SKAn1015 und alb1SK in U/ml
SKAn1015 ∆alb1SK
Pelletassoziiert 20,6 ± 3,1 26,5 ± 6,6
im U¨berstand 23,2 ± 2,3 26,1 ± 3,8
Fla¨chenbedeckung der Tra¨gerschicht nach 22,5 h Schu¨tteln der Proben
Tab. 5.6: Oberfla¨chenbedeckung mit Sporen und Keimlingen in Prozent
AB1.13 ∆alb1AB SKAn1015 ∆alb1SK
0,054 ± 0,042 7,305 ± 1,371 0,190 ± 0,029 6,967 ± 0,485
178
Pellet- und Biofilmaktivita¨t und -trockenmasse
Tab. 5.7: Glucoamylaseaktivita¨t in µkat/ml und Trockenmasse in mg
Biofilm Pellet
Aktivita¨t 75,65 ± 22,5 4,3 ± 3,4
Trockenmasse 0,13 ± 0,01 0,18 ± 0,02
Sporenzahl radia¨r wachsender Kolonien und deren Durchmesser
Tab. 5.8: Sporenzahl pro cm2 Koloniefla¨che
48h 72h 96h
AB1.13 3,2x107 ± 7,1x106 3,0x107 ± 3,1x106 3,0x107 ± 8,1x106
∆makbAB 6,5x105 ± 2,8x105 3,8x106 ± 1,1x105 9,9x106 ± 1,9x106
∆makbAB makb 2,3x107 ± 7,0x106 2,5x107 ± 5,9x106 2,1x107 ± 4,5x106
∆ste7AB 7,5x105 ± 9,3x104 3,1x106 ± 5,9x105 8,7x106 ± 1,2x106
∆ste7AB ste7 2,2x107 ± 4,6x106 2,4x107 ± 5,7x106 2,4x107 ± 1,5x106
makb-gfpAB 2,6x107 ± 1,0x106 2,6x107 ± 7,0x106 2,2x107 ± 9,6x105
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Tab. 5.9: Koloniefla¨che in cm2
48h 72h 96h
AB1.13 2,3 4,9 9,5
∆makbAB und ∆ste7AB 1,9 4,3 7,7
∆makbAB makb, ∆ste7AB ste7 und makb-gfpAB 2,2 4,7 9,2
Keimungsrate auf Minimal-Medium
Tab. 5.10: Keimungsrate in Prozent
6h 8h
AB1.13 83 ± 3 -
∆makbAB 16 ± 9 85 ± 3
∆makbAB makb 88 ± 1 -
∆ste7AB 10 ± 4 84 ± 5
∆ste7AB ste7 61 ± 5 -
makb-gfpAB 78 ± 6 -
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Radia¨res Koloniewachstum auf Minimal-Medium
Tab. 5.11: Myzelfrontwachstum in mm
in 24 h
AB1.13 4,4 ± 0,2
∆makbAB 3,9 ± 0,1
∆makbAB makb 4,3 ± 0,2
∆ste7AB 3,9 ± 0,1
∆ste7AB ste7 4,4 ± 0,2
makb-gfpAB 4,3 ± 0,2
Radia¨res Koloniewachstum auf Minimal-Medium mit unterschiedlichen
Glukosekonzentrationen
Tab. 5.12: Myzelfrontwachstum in mm
Glukose [M] AB1.13 ∆makbAB ∆ste7AB
0,0125 4,9 ± 0,1 4,5 ± 0,1 4,5 ± 0,2
0,025 5,1 ± 0,3 4,5 ± 0,4 4,5 ± 0,5
0,05 4,9 ± 0,3 4,0 ± 0,0 4,0 ± 0,0
0,1 4,8 ± 0,3 3,9 ± 0,5 3,8 ± 0,5
0,2 4,5 ± 0,3 3,9 ± 0,5 3,8 ± 0,5
0,4 5,0 ± 0,0 4,8 ± 0,5 4,1 ± 0,5
0,8 7,0 ± 0,3 5,9 ± 0,3 5,8 ± 0,0
1,6 6,1 ± 0,3 4,7 ± 0,0 4,7 ± 0,4
3,2 1,2 ± 0,0 0,8 ± 0,3 0,8 ± 0,3
Sporenbildung von synchronisiertem Myzel auf Minimal-Medium mit un-
terschiedlichen Glukosekonzentrationen
Tab. 5.13: Sporen pro cm2 nach 24 h
Glukose [M] AB1.13 ∆makbAB ∆ste7AB
0,0125 3,7x106 ± 3,2x105 3,5x106 ± 5,5x105 2,7x106 ± 1,4x106
0,1 3,0x106 ± 1,7x106 3,2x106 ± 1,6x106 4,8x106 ± 2,9x105
0,4 1,9x106 ± 4,9x105 2,6x106 ± 1,9x106 1,8x106 ± 1,4x106
1,6 5,1x105 ± 3,7x105 7,0x105 ± 3,1x105 2,9x105 ± 3,4x104
3,2 1,5x105 ± 7,7x104 2,9x105 ± 7,8x104 1,4x106 ± 1,2x104
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Tab. 5.14: Sporen pro cm2 nach 48 h
Glukose [M] AB1.13 ∆makbAB ∆ste7AB
0,0125 1,7x106 ± 1,1x106 2,3x106 ± 8,8x105 1,6x106 ± 8,7x105
0,1 4,4x106 ± 1,1x106 4,0x106 ± 2,7x105 2,9x106 ± 1,4x105
0,4 8,6x106 ± 5,9x105 2,2x106 ± 8,5x105 4,8x106 ± 1,4x106
1,6 1,2x107 ± 8,7x105 1,5x106 ± 8,1x105 3,5x106 ± 5,4x105
3,2 1,5x107 ± 2,7x106 5,7x105 ± 8,0x104 5,3x105 ± 2,3x105
Tab. 5.15: Sporen pro cm2 nach 72 h
Glukose [M] AB1.13 ∆makbAB ∆ste7AB
0,0125 2,5x106 ± 1,6x106 2,4x106 ± 1,4x106 1,5x106 ± 4,7x105
0,1 4,7x106 ± 3,3x106 3,4x106 ± 1,9x105 1,9x106 ± 2,8x105
0,4 5,8x106 ± 9,2x105 2,9x106 ± 5,5x105 5,2x106 ± 7,2x105
1,6 1,5x107 ± 2,3x106 3,4x106 ± 2,7x105 4,1x106 ± 1,8x106
3,2 1,8x107 ± 7,6x105 7,1x105 ± 1,0x105 8,4x105 ± 1,6x105
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5.2 Plasmidkarten
Abb. 5.1: alb1 -Ausschaltkassette in pRS426
Abb. 5.2: makb-Ausschaltkassette in pRS426
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Abb. 5.3: ste7 -Ausschaltkassette in pRS426
Abb. 5.4: makb-gfp-Integrationskassette in pRS426
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Abb. 5.5: Plasmid pUB0038 fu¨r die starke ektopische Expression von makb-gfp
Abb. 5.6: Plasmid pUB0339 fu¨r die Komplementierung von ∆ste7AB
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Abb. 5.7: Plasmid pUB0344 fu¨r die Komplementierung von ∆makbAB





Abb. Abbildung ml Milliliter
bzw. beziehungsweise mm Millimeter
ca. circa o. Abb. ohne Abbildung
cm Zentimeter SDS Natriumdodecylsulfat
d.h. das heißt Sek Sekunde
ggf. gegebenenfalls Sl Stammlo¨sung
h Stunden Tab. Tabelle
Hyg Hygromycin u.a. unter anderem
H2O Dihydrogenmonoxid UpM Umdrehungen pro Minute
Kap. Kapitel V Volt
Min Minute z.B. zum Beispiel
mg Milligramm z.T. zum Teil
Biologische Abku¨rzungen
alb / ALB Albino bp Basenpaare
cek Candida albicans ERK-like kinase
erk / ERK extracellular regulated kinase
fus / Fus fusion GAM Glucoamylase
hog / Hog high osmolarity and glycerol
kb Kilobasenpaare kdx kinase dead x
kss / Kss kinase suppressor of Sst2
MAK mitogen activated protein kinase
MAKK MAK kinase MAKKK MAKK kinase
mpk mitogen activated protein kinase
PCR Polymerasekettenreaktion
pks Polyketidsynthase pmk pathogenicity MAP kinase
spm specifically activated protein kinase
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